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La presente Guia de Trabajos Practicos pertenecersd de Quimica Biologica, del
tercer afio de la carrera de Ingenieria en Alimewntadel segundo afio de la carrera de
Licenciatura en Ciencia y Tecnologia de los AlinesntEste curso obligatorio corresponde al
ciclo basico, posee un crédito horario de 6 hsasates (2 hs de clases teoricas, 2 hs de
Trabajos Practicos de Aula y 2 hs de Trabajos leo&ctle Laboratorio), y un total de 90 hs, que
se dictan en el segundo cuatrimestre del afio.

De acuerdo a lo estipulado en el Plan 38/11 dardeea de Ingenieria en Alimentos,
para el cursado de Quimica Biologica, es neaedarier aprobado el curso de Biologia
General y regularizados los cursos de Fisicoquimpiezada y Quimica Analitica I. Para rendir
el curso de Quimica Biologica se requieren aprobdde cursos de Fisicoquimica Aplicada,
Quimica Analitica | y Biologia General.

De acuerdo a lo estipulado en el Plan 09/12 deieei@a de Licenciatura en Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos, para el cursado démiga Biol6gica, es necesario tener
aprobados los cursos de Biologia General y QuiBieaeral e Inorganica, y regularizado el
curso de Quimica Organica. Para rendir el cursQuienica Biologica se requieren aprobados

los cursos de Quimica Organica, Quimica Genemabeyénica y Biologia General.

Esta Guia de Trabajos Practicos consta de una nariparte constituida por los
Trabajos Practicos de Aula, y una segunda parte igcleye los Trabajos Préacticos de
Laboratorio.

Durante el desarrollo del curso el alumno adqua@mdocimientos sobre:

1.-Enzimas: el alumno aprendera sobre las propésdagénerales, las caracteristicas
cinéticas y los mecanismos de regulacion de laisnasz

2.- Los procesos de obtencion de energia metabglma utilizacion en los distintos
procesos bioldgicos.

3.-El metabolismo celular. Se estudiaran las viasabotlicas de degradacion y de
biosintesis, las reacciones enziméticas fundanenyadus mecanismos de regulacion.

Ademas la realizacién de los Trabajos Practicdsat@ratorio permitir4 a los alumnos,
desarrollar destrezas en el manejo de instrumertagcer distintas metodologias y aplicar los
conocimientos tedricos adquiridos. Los Trabajoxtids de Aula facilitaran a los alumnos la
fijacion y aplicacion de los conceptos tedricodadedistintos temas.

Los docentes encargados del dictado de este consdsa. Ana Cecilia Anzulovich vy Dra.
Fanny Zirulnik (Profesores Responsables), Dra.|BEh€argnelutti y Dra. Mariela Coria (Jefes

de Trabajos Practicos).
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REGLAMENTO DE TRABAJOS PRACTICOS - APROBACION DE
PARCIALES

ALUMNOS REGULARES

1. Los alumnos conoceran, al comenzar el cuatrimelsts fechas y los temas de los
trabajos practicos de aula y de laboratorio, cosiotambién las fechas de las Evaluaciones
Parciales. Todo lo mencionado sera informado ewishdor de la asignatura.

2. La fundamentacion tedrica de los trabajos préstse encontrara desarrollada en las
clases tedricas asi como en la guia de trabajosqus.

3. La bibliografia de cada uno de los temas a dakarestara a disposicién de los
alumnos en el Area de Quimica Biologica y se lesi daconocer la que se encuentra para
consulta en Biblioteca.

4. Los conocimientos del alumno sobre la fundanvidmateérica de los Trabajos
Practicos, seran evaluados antes, durante, cehldigh desarrollo de los mismos.

5. Cada alumno llevarad un cuaderno o carpeta @uelconsignara los resultados y
observaciones, a la manera de informe de los ToalRjacticos realizados. Al final de cada
jornada el Jefe de Trabajos Practicos podra reyisanstatar los resultados obtenidos.

6. Para la aprobacion de los Trabajos Practicaduehno debera obtener resultados
adecuados, responder satisfactoriamente las peegyntuestionarios de trabajos practicos, y
para ser considerado alumno reguar el curso deberd aprobar las Evaluaciones Rescial
programadas y haber asistido al menos al 60% d#dsass tedricas.

7. De acuerdo a la reglamentacion vigente (Ord13O3 y su modificatoria Ord. N°
32/14) los alumnos deberan aprobar el cien pot@i®0%) de los Trabajos Practicos y de las
Evaluaciones Parciales sobre los mismos.

8. Por las mismas reglamentaciones, los alumnadrdendos (2) oportunidades de
recuperacion de los Trabajos Practicos de labdoatoraula, debiendo aprobar en primera
instancia el 75% (o su fraccion menor) de los fapracticos completando la aprobacion del
noventa por ciento (90%) en la primera recuperaciem la segunda recuperacién debera
totalizar la aprobacion del cien por ciento (10@Bb)os Trabajos Practicos.

9. Para poder rendir cada evaluacion parcial, losw@os deberan tener aprobado el
ciento por ciento (100%) de los trabajos practicagos contenidos se evallan en dicha
evaluacion. Estas evaluaciones podran ser escritasles y se aprobaran con el 65% del
puntaje total.

10. Teniendo en cuenta la Ord. N° 32/14, parasesiderado como alumno regular se
deberd aprobar el 100% de las Evaluaciones Peci@lada Parcial tendra dos (2)

recuperaciones. La primera recuperacion se lle@a@abo en no menos de 48 horas de
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publicado el resultado del Parcial. La segundape@cion se realizard al final del cuatrimestre.
Ambas recuperaciones se aprobaran con el 75% dgljpuotal.
ALUMNOS CON PROMOCION SIN EXAMEN FINAL

Este Curso de Quimica Bioldgica considera la plidéal de aprobacion pdPromociéon sin
examen final Para acceder a dicha Promocion los alumnos debera

a- En el momento de inscribirse al curso, cumglit las exigencias de correlatividades
establecidas en el plan de estudio para rendikaghen final de esta asignhatura.

b- Cumplir con la asistencia al 80% de las claséddas.

c- Aprobar los trabajos practicos de laboratoriawa con igual exigencia que los
alumnos regulares.

d- Aprobar cada evaluacién parcial con el 70% dedosas de la condicidn regular mas
el 70% de los contenidos propios de la condici@mpocional.

e- Aprobar una evaluacion adicional, de modalicetividual, escrita u oral, sobre los
temas restantes para completar el programa deglzasisra

f- Los alumnos que opten por la Promocion sin exafiteal tendran solo dos (2)
recuperaciones para todas las evaluaciones ParciBEas recuperaciones se aprobaran con el
75% del puntaje total.

g- Pérdida de la promocion: en el caso de no aa#s$e algunas de las condiciones
establecidas en este reglamento, el alumno seréideoado regular si cumple con las
respectivas condiciones de regularidad.

h- La nota final de la materia sera igual al prdimale las calificaciones obtenidas en

todas las evaluaciones.
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CRONOGRAMA DE TEORIAS y TRABAJOS PRACTICOS

CLASES TEORICAS:

Martes 17:00-18:30 h(aula Magna)Jueves 11:00-12:30 lfAula 37)

TRABAJOS PRACTICOS DE AULAViernes 16:00-18:00 hs(Aula 39)
TRABAJOS PRACTICOS DE LABORATORIQL:unes 10:00-13:00 hgLab. de Qca.

Bioldgica).

MARTES 08
JUEVES 10
LUNES 14

MARTES 15
JUEVES 17

VIERNES 18
LUNES 21
MARTES 22
JUEVES 24

VIERNES 25
LUNES 28
MARTES 29

JUEVES 31

VIERNES 1
LUNES 4

MARTES 5

JUEVES 7

AGOSTO
INSCRIPCIONES PARA CURSAR
ENZIMAS

TRABAJO PRACTICO DE LAB. N° 1: Curva de
calibracion.

ENZIMAS (continuacion)

ENZIMAS DE OXIDOREDUCCION. CADENA
RESPIRATORIA

TRABAJO PRACTICO DE AULA N° 1: Enzimas
FERIADO
CADENA RESPIRATORIA (continuacion).

ALIMENTOS. DIGESTION Y ABSORCION DE
HIDRATOS DE CARBONO.

FERIADO
TRABAJO PRACTICO DE LAB. N° 2: Enzimas.

METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO: ViA
GLICOLITICA. SISTEMAS DE LANZADERA.
DESTINO DEL PIRUVATO.

METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO:
CICLO DE KREBS.

SETIEMBRE

TRABAJO PRACTICO DE AULA N° 2: Cadena
respiratoria.

TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO N° 3:
Transporte electronico.

METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO:
CICLO DE KREBS (continuacion). VIA DE LAS
PENTOSAS. GLUCONEOGENESIS.

METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO:
METABOLISMO DE GLUCOGENO Y ALMIDON.
CONSULTA PRIMER PARCIAL.

-6 -
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VIERNES 8

LUNES 11
MARTES 12

JUEVES 14
VIERNES 15

LUNES 18
MARTES 19

JUEVES 21

VIERNES 22

LUNES 25

MARTES 26

JUEVES 28

VIERNES 29

OCTUBRE
LUNES 2

MARTES 3

JUEVES 5
VIERNES 6

LUNES 9
MARTES 10
JUEVES 12

VIERNES 13
LUNES 16
MARTES 17

PRIMER PARCIAL:
RESPIRATORIA

FERIADO

METABOLISMO  DE LIPIDOS: DIGESTION
ABSORCION DE LIPIDOS.

METABOLISMO DE LIPIDOS: LIPOPROTEINAS

TRABAJO PRACTICO DE AULA N° 3: Metabolismo de
hidratos de carbono: via glicolitica. Fermentaciong

TRABAJO PRACTICO DE AULA N° 4: Efecto Pasteur.

METABOLISMO DE LIPIDOS: DEGRADACION DE
ACIDOS GRASOS.

FERIADO

TRABAJO PRACTICO DE AULA N° 4: Ciclo de
Krebs. Via de las pentosas fosfato. Metabolismo de
glucogeno.

'[RABAJO PRACTICO DE LABORATORIO N° 5:
Acido citrico.

METABOLISMO DE LIPIDOS: BIOSINTESIS DE
ACIDOS GRASOS. CICLO DEL GLIOXILATO.

METABOLISMO DE LIPIDOS: SINTESIS DE
FOSFOLIPIDOS, TRIGLICERIDOS Y COLESTEROL.
CONSULTA 2° PARCIAL

SEGUNDO PARCIAL: METABOLISMO DE
HIDRATOS DE CARBONO

ENZIMAS- CADENA

TRABAJO PRACTICO DE AULA N° B5A:
degradacion de acidos grasos. Ciclo del glioxilato.

METABQLISMO DE LIPIDOS: SINTESIS DE
FOSFOLIPIDOS, TRIGLICERIDOS Y COLESTEROL
(continuacion).

DIGESTION Y ABSORCION DE PROTEINAS.

TRABAJO PRACTICO DE AULA N° 5B: Biosintesis
de acidos grasos. Metabolismo de colesterol.

RECUPERACION PARCIAL
METABOLISMO DE AMINOACIDOS

METABOLISMO DE AMINOACIDOS (continuacién)
CONSULTA 3° PARCIAL.

TERCER PARCIAL.
FERIADO
METABOLISMO DE NUCLEOTIDOS.
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JUEVES 19
VIERNES 20

LUNES 23

MARTES 24
JUEVES 26
VIERNES 27

LUNES 30

MARTES 31

JUEVES 2

LUNES 6
MARTES 7
JUEVES 9
VIERNES 10
LUNES 13
MARTES 14
VIERNES 17

ADN y ARN. REPLICACION Y TRANSCRIPCION.

TRABAJO PRACTICO DE AULA N° 6: Metabolismo
de aminoacidos.

TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO N° 6:
Actividad de proteasas.

BIOSINTESIS DE PROTEINAS. REGULACION
ALIMENTOS TRANSGENICOS.

TRABAJO PRACTICO DE AULA N° 7: Metabolismo
de nucledtidos.

RECUPERACION PARCIAL

INTERRELACIONES METABOLICAS. CONSULTA
CUARTO PARCIAL

NOVIEMBRE

CUARTO PARCIAL. ~ METABOLISMO DE
AMINOACIDOS Y NUCLEOTIDOS.

RECUPERACION PARCIAL
RECUPERACION PARCIAL
RECUPERACION PARCIAL
RECUPERACION PARCIAL
RECUPERACION PARCIAL
RECUPERACION PARCIAL
PARCIAL PROMOCIONALES




M
&J UNSL/FQBYF Quimica Biolégica 2017

TRABAJOS PRACTICOS
DE AULA
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TRABAJO PRACTICO N°1
ENZIMAS

OBJETIVOS

+ Conocer las distintas formas de determinar la idetil’de una enzima y los factores que
modifican dicha actividad.
+ Conocer la naturaleza y funcién de las enzimaslaegtas.

+ Reconocer la aplicacion y los usos de enzimaa erdustria alimentaria.

INTRODUCCION TEORICA

Las enzimas son catalizadores bioldogicos muy atlis en la industria
alimentaria por ser mas eficaces que los catalizadoo enzimaticos. Las enzimas se
encuentran normalmente en los productos naturéilezados en la alimentacion.

El tratamiento tecnoldgico de los alimentos exigelados dirigidos a conservar,
inhibir o estimular la actividad de las enzimassprdges en ellos, debiendo tenerse en
cuenta que entre otras cosas:

a) El mantenimiento de las actividades enzimatica®ewegetales luego de la
recoleccion en los animales después del sacrificme profundos efectos sobre la
calidad de los alimentos.

b) Las enzimas pueden ser bastante activas en anmahiges de temperatura,
incluso a temperatura de congelacién, por ello enedatalizar reacciones de
degradacion aun en alimentos refrigerados o codgela

El experto en alimentos debe esforzarse en lograonocimiento suficiente de la
enzimologia alimentaria en relacion a la cinétiea lds reacciones, especificidad,
compartimentalizacion, factores que afectan laviaiettl enzimatica (pH, temperatura,
fuerza ionica, entre otros), accion de inhibidpets.

Las enzimaspueden catalizar reacciones en un determinadaipro@limentario
después de su elaboracion una vez que ha alcamaadirez, por lo tanto es necesario
controlar la actividad de las mismas de manera sdab#izar el producto. Esto es
posible regulando los distintos factores que irdlugobre la actividad de las enzimas.
Por ejemplo, la mayoria de las reacciones enziastisminuyen su velocidad cuando
un alimento es colocado en el refrigerador, tamb&puede disminuir la concentraciéon
de una determinada enzima ya sea por accién det, dagenieria genética, etc.,

disminuyendo de esta forma la actividad enzimatica

-10 -
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Entre los factores que modifican la actividad erdttioa, y que deben ser tenidos
en cuenta para determinar la actividad de enzimesepte en una muestra, se
encuentran:

e concentracion de enzima

e concentracion de sustrato

e temperatura

° pH

e fuerza idnica

e concentracion de cofactores

* presencia de inhibidores.

Medida de la actividad enziméatica

La actividad de una enzima puede determinarse naddi¢éa cantidad de producto
formado o de sustrato consumido en un tiempo dadona mezcla que contenga todos
los factores requeridos para la reaccion.

A fin de que la determinacién guarde relacion @aodntidad de enzima presente,
es necesario medir la velocidad inicial, es demiplella obtenida cuando todavia la
cantidad de sustrato consumido es insignificanteredacion con el sustrato total
presente en la mezcla. Para medir la actividachdepreparacion enzimatica se utilizan
distintas expresiones:

La cantidad de enzima se indica habitualmentdrédades Internacionales

UnaUnidad de cualquierenzimaes la cantidad que cataliza la transformacion de
un micromol (imol = 10° mol) de sustrato por minuto bajo condiciones deéis de

pH y temperatura.

pumol de Sustrato Transformado

Unidad de Enzima =
min.

-11 -
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La actividad especificaindica la pureza relativa de una preparacion efizoa y
relaciona la actividad enzimatica no ya al voluntenla muestra, sino al total de

proteinas existentes en la misma.

pmol de S. transformado/min. (Unidad de enzima)

Actividad Especifica=

mg de proteinas

Un aumento de la actividad especifica indicard gaehan ido eliminando
proteinas que no tienen la accion catalitica peidaglLa actividad especifica llega a

ser maxima y constante cuando la enzima se emealsdrgstado puro.

Cuando se tiene la enzima al estado puro y seceswpeso molecular, se puede
calcular suactividad molar, indice de cambio 6 numero de recahio que
corresponde al nimero de moléculas (o moles) deasusonvertidos en producto por
unidad de tiempo (minuto) por una molécula (0 mdd enzima trabajando en
condiciones de saturacion de sustrato, o que sworele a la velocidad maxima en

presencia de un mol de enzima.

Moles de sustrato ransformado/min.

Indice de Cambio =
mol de enzima

Si se mide la actividad de una enzima a diferectegentraciones de sustrato,
inicialmente cuando las concentraciones de sust@atobajas, la actividad aumenta
rapidamente con los incrementos en la concentrad@dsustrato, pero a niveles mas
elevados de sustrato el incremento de la velo@dadnatica se va haciendo mas lento,
tendiendo a alcanzar un valor de actividad maxehaual no aumenta por mas que se
siga incrementando la concentracion de sustrate. dgnportamiento queda expresado
en la siguiente grafica presentada en la figuraMidhaelis y Menten establecieron una
relacion entre la velocidad de reaccion y la cotreedn de sustrato mediante una
constante llamada Km (constante de Michaelis Méntenledujeron que la hipérbola
que corresponde a la curva de saturacion de unen@&ngor su sustrato puede

expresarse con la siguiente ecuacion:

Vmax. [S]

Km +[S]

-12 -
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V, = velocidad inicial
(uM/min)

i

Fig 1.1: Efecto de la concentracidén de sustrato sobrelteidad inicial de una reaccion
catalizada por una enzima. Vo: velocidad iniciah:kconstante de Michaelis-Menten. Vmax:
velocidad méxima. [S]: concentracion de sustragolu€hi, Blasco, Romero, Yafiez.
“Bioguimica. Conceptos esenciales”, 2015.

Se puede definir Km como la concentracién de siestrda cual la velocidad de
reaccion alcanza un valor igual a la mitad de lmoidad maxima. En condiciones
definidas de medio de reaccion, pH, temperatuca, €tn tiene un valor fijo para cada
sustrato de una misma enzima, se expresa en usidigdeoncentracion, y sirve para
caracterizarla.

La ecuacion de Michaelis-Menten puede ser transfdemalgebraicamente en
ecuaciones equivalentes utilizables para la detexcion practica del valor de Km. Un
ejemplo de ello es la ecuacion de Lineweaver-Baule, resulta de realizar la inversa de
la ecuacion de Michaelis-Menten, y correspondeexiacion de una recta que no pasa
por el origen. La representacion gréafica de esta@én se encuentra en la figura 1.2.

_l-u- -

-13 -
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m

Pendiente =

N iy (L)
Ky [S] \uM

Fig. 1.2.Representacion grafica de la ecuacion de Linewedwk. [S]: concentracion de
sustrato. y. velocidad enzimatica. Km: constante de Michaklesiten. Vmax: velocidad
maxima. Feduchi, Blasco, Romero, Yafiez. “Bioquimf@anceptos esenciales”, 2015.

Enzimas reguladoras

La actividad de las enzimas en las células puederesgulada por varios
mecanismos.

En casi todas las vias metabdlicas existen unaandzimas que actian como
reguladoras. Estas enzimas pueden aumentar o dismsin actividad de acuerdo a
sefales especificas. Dentro de este grupo de ensenaueden distinguir las alostéricas
y las reguladas por union covalente.

Las enzimas alostéricasno poseen una cinética Michaeliana y la gréafica de
actividad vs concentracion de sustrato ([S]) da cur&a sigmoidea (figura 1.3). En la
estructura molecular de las enzimas alostéricasaslelel sitio catalitico existen otros
sitios denominados reguladores, a los cuales se esgecificamente moléculas que
ejercen accion activadora o inhibidora sobre ldéividad enzimatica. Estos agentes se
llaman moduladores, modificadores o efectores @liosis y pueden actuar de modo
positivo 0 negativo.

Las enzimas alostéricas estan constituidas poas/atibunidades polipeptidicas
entre las cuales existe algun tipo de comunicagjan,hace que cuando un modulador
positivo 0 negativo se une a ellas, ocurra un cambiconformacion que se transmite a
las otras subunidades, de tal forma que favoraogpme la union del sustrato al sitio

activo, segun se trate de un modulador positivegativo, respectivamente (figura 1.3).

-14 -
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Fig. 1.3.Representacion gréafica del comportamiento cinéteana enzima alostérica, en
presencia y ausencia de moduladores alostéricos.

La actividad de algunas enzimas también es regyladda unidn covalente o
remocién de grupos quimicos (fosfatos, AMP, etda) estructura proteica. Las enzimas
gue responden a este tipo de regulacion son deadasntnzimas reguladas por
modificacion covalenté. Con mayor frecuencia el grupo afiadido o remowdoun
grupo fosfato, el cual se une o remueve sobre uesidie los aminoacidos serina,
treonina o tirosina, especificos de la proteinaine@itica. Las reacciones de
fosforilacion son catalizadas por una familia deimas llamadagquinasasde proteinas,
las cuales utilizan como dador del grupo fosfat&HP. A su vez, los grupos fosfatos
se separan de las enzimas fosforiladas por laracdgénzimas llamaddgssfatasasde
proteinas. Las reacciones de fosforilacion y désfitscion se representan en la figura
1.4.

OH
HC _CH
[
! |
e el
4 \
|II ZATP — I'.
= S ™ . -y . o
fostiiasa ' A,,, Fig. 1.4. Esquema de regulacion enzimética por
N 2 Aot <€ | modificacion covalente. Feduchi, Blasco, Romero,
2 H | s~ e : s . "
\ ' y Yéafez, "Bioquimica. Conceptos esenciales”, 2015.
® ®
o} [of
CH, CH
\-.
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Enzimas y alimentos

Los efectos de las enzimas sobre los diferentepaonemtes de los alimentos son
multiples, y muchos de ellos son de tipo degradatwmmascarando los efectos
beneficiosos desarrollados por la actividad desotr&zimas. La industria de alimentos
en sus etapas iniciales dedicdé gran parte de dusress al conocimiento de las
enzimas endogenas de los diversos alimentos yfadtes que podrian utilizarse para
controlar su actividad, con lo cual se buscaba idisinlos efectos de degradacion y
aumentar la vida util de los productos perecederos.

La mayoria de las enzimas enddgenas de los alis@ettenecen al grupo de las
oxidorreductasas y al de las hidrolasas y su detilVpuede producir cambios deseables
(por ejemplo maduracion de las frutas, cambios po®n de la carne, desarrollo de
sabores), efectos degradativos (enranciamientosiédidos debido a la accion de las
lipasas, degradacion de los vegetales debido igasas) o incluso disminucion en el
valor nutricional del alimento por destruccion dérientes especificos (por ejemplo

pérdida de acido ascorbico por la accion de lacéastorbico oxidasa).

Enzimas indicadoras de procesos térmicos

Los procesos térmicos a los cuales se sometenad@limentos fueron disefiados
para disminuir los riesgos al consumidor o para ormaej las caracteristicas
organolépticas del alimento.

Ciertos productos ampliamente utilizados, comecetzdné, pueden ser portadores
de microorganismos patdgenos causales de diversfermedades tales como
tuberculosis, salmonelosis, brucelosis, etc, sibaggo estos microorganismos pueden
ser destruidos mediante la pasteurizacion. El pmae pasteurizacion consiste en
destruir mediante el empleo apropiado del calotptalidad de la flora patégena y la
casi totalidad de la flora banal que pudiese gatasente en el alimento, procurando
alterar lo menos posible su estructura fisica, quilibrio quimico y contenido en
vitaminas. Existen distintos procesos de pastetidmasiendo el mas utilizado la
pasteurizacion a altas temperaturas durante unebmeriodo (HTST, High
Temperature/Short Time) en la cual el alimentosseete a 72 °C durante 15 segundos.
Durante la pasteurizacion muchas enzimas endogamrasliestruidas, y aquellas mas
termorresistentes, que requieren temperaturasmptie precisos para ser inactivadas,

pueden ser utilizadas como marcadoras de la efiai@®! tratamiento térmico.
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La relacion que existe entre la enzima marcadorésy microorganismos
patogenos presentes en el alimento es nula. Losoonganismos patégenos son
destruidos a determinadas temperaturas y al migengpod, a esas temperaturas se
modifica la actividad de las enzimas marcadoras.

A diferencia de lo que ocurre en la pasteurizacitonde la inactivacion
enzimatica aparece en forma secundaria durantestaudcion de los microorganismos,
el escaldado es un proceso térmico destinado @ivaa enzimas como lipasas,
fenolasas, lipoxigenasas, clorofilasas, peroxigaseido ascorbico oxidasa, que son las
responsables del deterioro de los vegetales dusdnddmacenamiento. El escaldado
consiste en someter a los tejidos durante uno®spomutos a 100°C con agua caliente
o vapor, seguido de un enfriamiento rapido. Sezaalrevio a la congelacion, secado o
enlatado de los vegetales con el fin de inactiVaistema enzimatico, por lo tanto la

eficiencia del proceso se evalla analizando lanenmas termorresistente.
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PROBLEMAS A RESOLVER

En el siguiente cuadro se muestra el progreso aeunficacidon enzimatica, tipica para
una enzima hepatica. Con los datos de purificag#@@os, calcular:

a) Unidades totales

b) Actividad especifica

c) Porcentaje de recuperacion global

Interprete los resultados obtenidos.

Fraccion de la| Volumen | U/ml | Unidades| Proteinas| Actividad | Porcentaje de
enzima (ml) totales mg/ml Especifica| Recuperacior

Homogenato 200 100 2,5

crudo de

higado

Precipitacion 80 200 1,25

con (NHy),SO,

al 45%

DEAE- 20 500 1,0

celulosa

Electroforesis 5 1500 1,0

Cristalizacion 3 2000 0,3

2) La anhidrasa carbdnica (AC) de los glébulos rg@si=30.000) se halla entre la
enzimas mas activas conocidas. Cataliza la hidémtacreversible del anhidrido

carbonico, importante en el transporte deb@€sde los tejidos a los pulmones:

AC,
co, + H.O . CO:H;

Si 10ug de la enzima pura catalizan la hidratacion 80 @, de C@en 1 minuto a

37°C en las condiciones Optimas, calculese el neacembio de la anhidrasa carbonica.
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3) La enzima aspartato transcarbamilasa (ATC) catddiprimera reaccion propia de la

biosintesis de pirimidinas:

ATC
Carbamil-fosfato + L-aspartico +——* Carbamil-aspartico + fosfato

En un estudio cinético realizado para evaluar lvided de ATC aislada d&.coli
utilizando aspartico como sustrato, en presenci&Cd 0,5 M y en ausencia del

mismo, se obtuvieron los siguientes datos:

Aspartico v (unidades arbitrarias)

(mmolar) | ausenciade TP CTP 0,5
1 0,45 0,20
3 1,70 0,70
4 2,90 1,00
5 3,40 1,40
7 4,30 2,40
9 5,10 3,70
12 5,60 4,80
16 5,80 5,60
17 5,80 5,60

a) A partir de los datos de la tabla, estime ebwale Km sin utilizar ninguna
representacion gréfica.

b) Calcule Km utilizando la ecuacién de Michaelisi¥en. ¢ Existe alguna discrepancia
entre los valores de Km obtenidos? Justificar.

c) ¢, Qué efecto ejerce el CTP sobre el sistema atizo? Justifiquelo graficando.
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4) En un experimento realizado se trabajé cqg e una enzima E y con 0,01 M de

sustrato A, ambos implicados en la siguiente réacenzimatica:

E
A—— B

La velocidad maxima de la actividad enzimatica éiee 100 umoles/min/ug de
enzima, no habiendo variacion de la misma en gjaate pH 5 a 9. El valor de Km

fue sensible a los cambios de pH, lo cual puedelssarvado en la siguiente gréfica:

0,012
0,0 - 3:‘0\
0,008
Km D.006

0,004 \

0,002 \

pH

a) Calcule la velocidad inicial de reaccion a pblya pH 8,0

b) ¢ Cual de los dos valores de pH seria mas canerpara trabajar con esta enzima?
¢Por qué?

c) ¢ Cudl seria la concentracion de sustrato peaagH 6,00 la velocidad inicial

alcanzada sea igual a la obtenida trabajando g @3? 8

5) Una de las enzimas que regula su actividad porifioacidon covalente de su
molécula es la glucégeno fosforilasa. Esta enziot@aasobre el glucégeno liberando
unidades de glucosa 1-fosfato. Cuando la glucodesforilasa esta fosforilada es
activa (fosforilasa a) y cuando se desfosforilanestiva (fosforilasa b). Considerando
este concepto, indique qué le ocurriria a la atdivide la enzima en presencia de:

a) fosforilasa quinasa y ATP

b) fosforilasa fosfatasa

c) Cuando se produce la hidrodlisis del ATP em@bculo post mortem.
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6) Durante el almacenamiento, conservacion y/o peatesde los alimentos, las
enzimas catalizan reacciones cuyos productos paovidavor y aroma indeseables. Por
ello, ciertos alimentos deben ser pre-tratados ddiinactivar las enzimas responsables
de dicha alteracién. Teniendo en cuenta que ex&steimas termorresistentes que son
utilizadas como indicadoras del adecuado tratamigninico, indique:

a) En base a los datos de la grafica, si el procequadteurizacion de la leche se puede
realizar a 71,7 °C durante 15 segundos. ¢La aativite qué enzima resultaria atil
medir para determinar si la leche fue sometida a agecuado proceso de

pasteurizacion?

Relaciones de Tiempo y Temperatura para la inactivacion de algunas

enzimas de la leche

E 10 - -qx i Fosfatasaalcalina
@0 — —_— T T
- - ﬁiﬁ:: i e B o i i B i i e e .
& i e e e — o= Lipasa
=] "‘\ = - . .
1 r - Xantina cxidasa
i %,
o h\‘
L
ﬂj | EEEErEEy| ERFECTEs EOFECTES FEHErEes et - b PRy '=phE SR FECFEeED SEerrH |
0m Ter

58 62 66 68 72 V4 V6 T3 a2

b) Durante el proceso de escaldado de frutas y vasdwmna de las enzimas que se
desea inactivar es la lipooxigenasa. Utilizando dlados de la tabla de actividad
enzimatica en guisantes, ¢qué enzima marcadolaatil en este caso y en qué

condiciones de tiempo y temperatura trabajaria?

Actividad de enzimas en guisantes

Enzima Inactiva Con Actividad Residua
5 min 90°C 3 min 70°C (50 % act.)
7 min 70°C (40% act.)

Peroxidasa

Lipooxigenasa 3 min 70°C 1 min 70°C (50% act.)

Tiaminasa 3 min 55 °C 3 min 45°C (40% act)
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GUIA DE ESTUDIO

Enzimas

- Cofactores enzimaticos.

- Unidad de Enzima, Actividad Especifica e indieeGhmbio.
- Efecto del pH sobre la Actividad Enzimatica.

- Efecto de la temperatura sobre las reaccioneématizas.
Enzimas alostéricas

- ¢, Qué entiende por retroinhibicién?

- ¢, Qué propiedades tiene una enzima alostérica?

- ¢, Cual es el comportamiento de la enzima alostérente a concentraciones crecientes

de sustrato?
- ¢, DOnde se une el modulador o efector y coOmmaidfica la actividad enziméatica?
Enzimas reguladas por modificacion covalente.

Aplicacion y usos de enzimas en la industria alimearia.

- Control de su actividad.
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TRABAJO PRACTICO N° 2
TRANSPORTE ELECTRONICO. FOSFORILACION OXIDATIVA

OBJETIVOS

+ Conocer la localizacién y accién de las enzimals dadena respiratoria.
+ Conocer y comprender el concepto de teoria quindtisen

+ Evaluar mediante ejemplos la accion de inhibidgrdesacoplantes.

INTRODUCCION TEORICA

Una de las funciones principales de las mitocosdda la de transformar la
energia de 6xido-reduccion que se obtiene al dagtasd alimentos, en energia quimica
de enlaces anhidrido de acido del ATP. La maydeme la sintesis de ATP se realiza
en condiciones aerdbicas, durante la oxidacion tatmge carbohidratos, acidos grasos
y aminoacidos. Los restos carbonados de estos astgsuingresan al ciclo de Krebs,
principalmente como acetil-CoA y también como otmaermediarios del ciclo, los
cuales al ser oxidados hasta £® H,O, producen a través de deshidrogenasas,
equivalentes de reduccion (hidrogenos y electromes)son transportados a travées de la
cadena respiratoria (figura 2.2) de la membranaaoitdrial interna hasta el oxigeno,

para formar agua. Este proceso se denoneisgiracion celular.
Cociente respiratorio

En la industria de alimentos tiene gran importareligoroceso de respiracion
celular en los vegetales. Luego de su recolecasrvégetales contintdan el proceso de
respiracion produciendo GG consumiendo oxigeno. Aquellos vegetales questien

una gran actividad respiratoria, son mas perecedero

La respiracion puede ser cuantificada segun laidahtde oxigeno que se
consume o la cantidad de €Que se genera. El cociente respiratorio (QR) iépara
detectar cambios en los procesos metabdlicos, deiee como la relacion existente
entre el volumen de CQiberado y el de @consumido durante un tiempo determinado.
Un incremento en el QR durante la respiracion edin aumento en las reacciones de

descarboxilacion o una disminucion en las reacsialeecarboxilacion.
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En determinadas condiciones de conservacion (paefjgeracion, atmosferas
controladas) es posible disminuir la tasa respiiatp prolongar considerablemente la

vida atil de un alimento.
Transporte electrénico - Fosforilacion oxidativa

La energia producida por la transferencia de elpes a través de la cadena

respiratoria (figura 2.2) es utilizada para laesig de ATP.

La teoria quimiosmaotica (figura 2.1) sostiene que la energia redox dekparte
electronico se utiliza para expulsarl #esde la matriz hasta el espacio intermembrana,
originando urngradiente de protonesy creando undiferencia de potencial eléctrico
entre ambas caras de la membrana. Como la memimit@naa es impermeable a los
protones, estos solo la pueden atravesar mediantdes i6nicos que permiten eludir la
apolaridad de la membrana. Estas estructuras pormden a la fraccion proteica, He
los complejos F—F (ATP sintasa), particulas submitocondriales. Alr@sar los
protones a traves de la ATP sintetagdd-proporcionan la energia necesaria para la
sintesis de ATP a partir de ADP y fosfato inorgan{Pi). El proceso se denomina

fosforilacion oxidativa.

OXIDACION
(cadena W
[«

H H*
respiratoria) itc H e _FOSFORILACION
) Q{ ( (ATP sintasa)
a Fo
0,7}
ADP+P,
Succinato m,\
A

NAD* Fumarato HO

A
b
membrana interma

+H++rr A+

membrana externa

Fig 2.1.Esquema representativo de la hipotesis quimiosmdtiodificado desde Feduchi,
Blasco, Romero, Yafiez. “Bioguimica. Conceptos da@x, 2010.
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Fig 2.2.Esquema de los componentes de la cadena transper@el electrones.
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Inhibidores

Algunos compuestos actuan inhibiendo la transfesede electrones y de este
modo impiden la sintesis de ATP.

Compuestc Comentario Modo de Acciér
Rotenona Insecticida
Amital Barbiturico: induce el Imp@en la transferencia
~ electronica desde Fe-S a|la
suefio
CoQ
Clorpromazina Sedante

Bloguea la transferencia
Antimicina A Antibidtico electronica desde cit. b a
cit. ¢, (Complejo IlI)

Inhiben la citocromo

Cianuro Veneno oxidasa
Mondxido de Gas toxico (CN'y azida reaccionan

carbono con la forma férrica del
Azida sédica Sustancia toxica hemo y el CO, con la

férrica).

Tabla 2.1Inhibidores del transporte electronico

Otros inhibidores bloquean directamente la fosdiordn, pero al estar el sistema

fuertemente acoplado, la oxidacién también se ldaqu

Compuestc Comentario Modo de accidt
Bloquea el flujo de
Oligomicina Antibidtico protones a través
de o,

Tabla 2.2 Bloqueantes de la Fosforilacion Oxidativa

Desacoplantes

Son compuestagosolublesque desconectan el acoplamiento que existe entre e
transporte electrénico y la fosforilacion oxidativenpidiendo la sintesis de ATP, sin
inhibir el flujo de electrones hacia el.O Se ubican en la membrana interna de la
mitocondria y se comportan como iondforos de pregornlescargando el gradiente de
protones generado por el transporte electréni@mpdo: 2,4-dinitrofenol y dicumarol.
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Gradiente de protones y transporte activo

Aunque en las mitocondria el papel principal dehdiggnte de protones es
suministrar energia para la sintesis de ATP, lezéuprotdbn motriz también sirve para
impulsar varios procesos de transporte a travéla eieembrana mitocondrial interna
esenciales para la fosforilacién. Entre ellos ssientran los sistemas que transportan
ADP y Pi hacia la matriz mitocondrial y ATP haclaiosol celular.

La adenina nucledtido translocasa es la proteicargada de unir ADP en el
espacio intermembrana y transportarlo a la matrizansportar en sentido contrario el
ATP. Cualquier sustancia que inhiba el transpogeA®P al interior y de ATP al
exterior mitocondrial, impide la regeneracion delFA citosolico a partir de ADP,
resultando altamente téxico para las células.

Un segundo sistema de transporte esencial parasfarifacion oxidativa es la
fosfato translocasa que promueve el cotransportdgba de HPO; y un H al interior
de la matriz mitocondrial.

Espacio | §

) Matriz
intermembrana

Mitocondrial

Adenina nucleétidorp* -
translocasa app*-—"—

£t
i

ATP sintasay*

"
g
B8 wpo;
Fosfato translocgs"gfrj_:'_—_"f
H s

T X,
meerae
R

i o o

Fig 2.3.Adenina nucleétido y fosfato translocasa. Modificagsde Nelson D. y Cox M.
“Lehninger. Principios de Bioquimica”, 2008.

Oxidasa alternativa

La cadena respiratoria de las plantas, hongoss glgarotozoarios posee varias
diferencias con la cadena respiratoria present@amiferos. En estos organismos, los
equivalentes de reduccion transportados por el NAaDemas de ingresar a la cadena a
través del complejo |, pueden ser captados poM\d#i3(P)H deshidrogenasas que no
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asocian el transporte electronico con el bombeprdmnes al espacio intermembrana,

y no son afectadas por los inhibidores del complej@or otro lado, ademas del
complejo IV (citocromo oxidasa), estos organismasegn una oxidasa terminal
adicional denominadaxidasa alternativa (AOX), la cual cataliza la oxidacion de la
ubiquinona y la reduccién del,@ HO. Esta oxidasa se encuentra asociada en la cara
interna de la membrana mitocondrial interna y emseouencia es incapaz de translocar
protones al espacio intermembrana. Una caractarigjue permite diferenciar la
actividad de AOX con la de citocromo oxidasa es tpeoxidasa alternativa es

insensible al cianuro.

Las vias alternativas del transporte de electroaégjisipar el gradiente de
protones, no contribuyen a la sintesis de ATP,gb@ontrario, la energia generada en

el flujo de electrones se asocia a un incrementa produccion de calor.

La presencia de AOX en tejidos especializados damtas termogénicas, se
relaciona con uno de sus roles fisiolégicos masmecidos: la produccion de calor, que
se encuentra implicada en los procesos de polidizate éstas plantas. En células y
tejidos no termogénicos la actividad de AOX teadnia funcidén metabdlica regulada
por los niveles de ATP y NADPH. Cuando existensahitveles de ATP y NADPH, se
estimula la actividad de AOX disminuyendo el flyle electrones hacia la citocromo
oxidasa, de esta manera se regularia la produdei@nergia celular. La actividad de
AOX también se ha sugerido que previene la fornmaaé especies reactivas de

oxigeno (EROs).

ESPACIO NADGP NAD(P)H deshidrogenasa
INTERMEMEBRANA alternativa externa

NAD(P)H deshidroganasdAPH  NAD*  4o% 10, 10\
alternanva mterna (oxidasa alternativa)
CALOR MATRIZ
MITOCONDRIAL

Fig. 2.4Transporte alternativo de electrones en plantaslifMado desde Nelson D. y Cox M.
“Lehninger. Principios de Bioquimica”, 2008.
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PROBLEMAS A RESOLVER

1) En cada una de las siguientes reacciones mencione:

a) Nombre de la enzima que cataliza la reaccion.

b) Naturaleza de X.

¢) Indique que especie actla como oxidante yearab reductora.

X EH;
H.C —CO0O- i !' HC-COOr
(Ver Ciclo de Krebs)
H,C —CO0O- 0O0C—CH
Succinato Fumarato
H,C-COO- H.C-COO-
| |
HC-COO- + X H,C + XH + H* (Ver Ciclo de Krebs)
| |
HO-CH-COO- 0 =C-CO0O
Isocitrato a-cetoglutarato
H,C-OH H,C-0OH
| I
HO-C-H + X — C =0 + XH, (Ver lanzadera del glicerofosfato)
| |
H,C-0-PO;* H,C-0-PO;*

L-oa-glicerofosfato

H

-CONH;

Fosfato de dihidroxicetona

-CONH;

NADY

2) ¢Cudl es el efecto de cada uno de los siguientekidores sobre el transporte

electrénico y la formacion de ATP por la cadenagirasoria?

a) Azida sodica
b) Atractilésido

c) Rotenona
d) Monoxido de carbono (CO)
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3) El Cociente respiratorio (QR) es util para detecmbios metabdlicos en ciertos
productos vegetales comestibles, una vez sepamdelda planta. ¢Cuales son las

reacciones que predominan cuando se determinamerdo del cociente respiratorio?

4) El siguiente grafico muestra el trazado obtenidae oxigrafo al incubar particulas
submitocondriales a 30°C en un medio a pH 7,5. cienae cada uno de los
compuestos agregados (B, C, E, F, G, H). Justifejuedecto de cada compuesto sobre
la velocidad de consumo de.O

B: ADP + Pi u Oligomicina E: 2,4-DNF digbmicina G: Malonato o
Succinato
C: Rotenona o Antimicina F: Malonat8uccinato H: CN Amital
= | —-A:NADH
3 \ B
o
2
£
g C
; : Succinato

tempn

5) Teniendo en cuenta las pérdidas econdmicas quiepuscasionarse después de la
recoleccion de frutas y verduras, se estudio &ci@h entre la actividad respiratoria y la
vida util de almacenamiento (T= 20°C) para el comsuale las mismas, los resultados se
muestran en la préxima grafica.

a) De acuerdo a los resultados mostrados ¢Cudlasnento mas perecedero? ¢ Por
qué?

b) ¢Como podria aumentar la vida util de almacesaio? ¢Cual es el fundamento

bioquimico del método seleccionado?
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6) La actividad metabdlica que ocurre en las pladtaante la etapa post-cosecha se
relaciona con las reacciones de conservacion dedegia a través de la fosforilacién
oxidativa. Parte de esta actividad se transform@ador a través de unzadena de
transporte electronico alternativa

a) Esquematice las reacciones de oxidacion de onglaticcinato que ocurre en estos
vegetales.

b) ¢ Cémo actla la via alternativa sobre la respinazelular, la produccion de ATP y la

actividad enzimatica?

c) ¢ Como podria demostrar la actividad de estatilizando inhibidores del transporte
electrénico?
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GUIA DE ESTUDIO

Transporte electrénico. Fosforilacién oxidativa
Localizacién de las enzimas

- NADH y FADH, deshidrogenasas, ubiquinona, citocromos. Clasesndenas y
transportadores.

- ¢, Como estan ubicados los componentes de la caelgmeatoria respecto al valor de

su potencial de reducciéon?

- ¢A qué nivel de la cadena actuan los inhibidbreEn qué estado (oxidado o

reducido) se encuentran los intermediarios cuactitan los inhibidores?

- ¢,DOnde estan ubicados los centros proveedoresalgia para la fosforilacion?
Fosforilacion oxidativa

- Teoria quimiosmotica.

Accion de inhibidores y desacoplantes:

- ¢Como actuan las sustancias desacoplantesnhdsidiores del transporte y los

ionéforos? Ejemplos de cada uno de ellos.

- En presencia de un desacoplante ¢qué ocurrgecto a la concentracion de Pi, la
velocidad de oxidaciéon, el transporte de electrodasproduccién de calor, la

concentracion de ADP mitocondrial, y la relacid@P

- Cuando un sustrato es oxidado por una deshidasgeque posee FAD como grupo

prostético ¢como es la relacion P/O? ¢y en priessdadesacoplantes?

- ¢, Qué ocurriria si en el caso anterior el susatoxidado por una deshidrogenasa
gue posee NAD como coenzima?

Cadena respiratoria en vegetales
- ¢, Qué diferencias presenta la cadena respiratengdantas con la de animales?

- ¢Qué es la oxidasa alternativa? ¢Cuales sonasasteristicas? ¢ Cuales son las

consecuencias de su actividad?
Cociente Respiratorio

- ¢, Como se define el cociente respiratorio?
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- ¢,Como influye el QR en la conservacion de laseatitos?

- ¢,Como puede modificarse este parametro?

BIBLIOGRAFIA
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TRABAJO PRACTICO N° 3
METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO

OBJETIVOS
+ Estudiar el metabolismo de carbohidratos en loseaadlios.
+ Comprender el funcionamiento y la regulacién dedaglicolitica.

+ Conocer el metabolismo de glucégeno y su regulduodmonal.

INTRODUCCION TEORICA

Los hidratos de carbono o carbohidratos proveenalgor parte de las calorias de
la dieta, adicionalmente proporcionan también tastudeseables, palatabilidad
agradable y el universalmente reconocido podeicedamte.

De todos los polisacaridos existentes en la na&zaalel hombre es capaz de
digerir almidén y glucogeno. El glucégeno es simdala amilopectina del almidén,
aungue esta mas ramificado, y constituye la resengrgética de los organismos
animales. La celulosa, hemicelulosa y pectinasemtes en los vegetales, no pueden ser
hidrolizadas por el hombre debido a que éste retsia la enzimaelulasa necesaria
para la degradacién de dichos polisacéaridos. El@de oligosacaridos no digeribles en
la dieta es denominado “fibra dietética”.

Los carbohidratos en los alimentos

Los carbohidratos se encuentran en casi todaddatap terrestres y marinas, y
estan presentes en granos, frutas y otros orgagetales consumidos por el hombre.
La mayor parte de estos carbohidratos utilizadogpleombre para su alimentacién son
el almidon y la sacarosa. Los cereales contiengnpoaa cantidad de monosacaridos,
dado que la mayor parte de los mismos es transi@odaa semilla y convertida en
almidon.

Los productos de origen animal contienen menosobatbatos metabolizables
gue los de origen vegetal.

Funciones de monosacaridos y oligosacéaridos en klsnentos.

Las principales funciones que cumplen los monog#msaly oligosacéaridos en los
alimentos son:

a) Hidrofilia: la capacidad de ligar agua y el control de laveletd de agua de los

alimentos es una de las propiedades mas importdatkss carbohidratos. Por ej.: La
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fructosa es mucho mas higroscopica que la D-gluchss azlcares impuros
generalmente absorben mas agua y a mayor velogigalbs azucares puros.

b) Fijacion de aromasen muchos alimentos, de modo especial aquéllos

sujetos a eliminacién de agua, los carbohidrat@si@o jugar un importantes papel
en la fijacién de los colores y los componenteaties del aroma.

c) Poder edulcoranteel poder edulcorante de los carbohidratos de bajo

peso molecular es una de sus propiedades mas ocitaryocagradable. La percepcion

de la dulzura de los azucares varia con su cocigtituconfiguracion y estado fisico.

Via glicolitica

La glicolisis (figura 3.2) es una ruta centralsiaaniversal del catabolismo de la
glucosa, no solamente en animales y plantas smbiém en muchos microorganismos.
En todas las células el metabolismo de los hidrdeasarbono produce en primera
instancia piruvato, lo cual implica la formacion d#ermediarios fosforilados y
obtencidn de una cantidad limitada de ATP.

En aerobiosisel piruvato producido en la glicdlisis ingresa as mitocondrias
siendo oxidado alli a COy H,O, y el NADH formado por la oxidacion del
gliceraldehido-3-P, se reoxida a NARras ceder sus equivalentes de reduccion (via
lanzaderas) a la cadena de transporte electronico.

En anaerobiosisel NAD" es regenerado mediante reacciones que implican la
reduccion del piruvato en diferentes compuestagaia, etanol, acetato) de acuerdo al
tipo celular. Estos procesos son conocidos en genemo fermentaciones y no estan
asociados a la produccion de ATP.

La fermentacion lactica se lleva a cabo, por ejemplando los tejidos animales
no tienen un aporte de oxigeno suficiente paraenanta oxidacion aerébica. También
es importante en eritrocitos y otros tipos celdararentes de mitocondrias. Ademas
NnuUMEerosos microorganismos son capaces de llevar@aeasta fermentacion, algunos de
los cuales dan lugar a la formacion de productessgn utilizados comercialmente.

Las levaduras y otros microorganismos realizaeidaéntacion alcohdlica, donde
el piruvato es transformado en etanol en un progesoimplica dos pasos catalizados
por dos enzimas diferentes.

La fermentacion acética es la oxidacién bioquindiebetanol, llevada a cabo por

un grupo de bacterias conocidas como bacteriagasgtle las cuales las bacterias del
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géneroAcetobacterson las mas utilizadas a escala industrial. Esteeso no es en
sentido estricto una fermentacion, ya que requeren elevado aporte de oxigeno. Las
bacterias acéticas son muy susceptibles a ladalaxigeno, situacion que conduce no
s6lo a una disminucion del metabolismo celular simmbién a la muerte de las

bacterias por acumulacion de acetaldehido.

MAp® NADM = H" MAD® MADH + H*

i w kel

R e | 1]
CHs-CH,—OH € > CH;-C=0 <)/ CHs—C-OH

Etanol Acetaldehido Ac. acético

Figura 3.1. Reacciones quimicas implicadas en la fermentamiéticaADH: alcohol
deshidrogenasa. ALDH: acetaldehido deshidrogenasa.

Rutas de “alimentacion” que conducen desde glucdgery otros carbohidratos a la
via glicolitica

Ademas de la glucosa, numerosos carbohidratoxegooran en ultimo término
a la via glicolitica para experimentar degradacjée rinde energia (figura 3.2 y figura
3.3). Estos carbohidratos son metabolizados hasta trensformados en algun
intermediario de la via glicolitica. Los mas sigrativos son los polisacaridos de
almacenamiento glucégeno y almidon, los disacandakosa, sacarosa y lactosa, y los
monosacaridos fructosa, galactosa y manosa.

Los disacaridos, maltosa, sacarosa y lactosa, remlgou ser incorporados
directamente a la via glicolitica. Una vez ingesiddeben experimentar hidrélisis
enzimatica en las células que recubren las padelestestino delgado y transformarse
en unidades de hexodaos monosacaridos asi formados son absorbidosyzalnala
circulacion sanguinea y luego pasan al higado adadse convierten en intermediarios
de la via glicolitica tal como se describié anteniente.

maltasa

Maltosa + H;O D-glucosa + D-glucosa

v

lactasa

Lactosa + H;O > D-galactosa + D-glucosa
sacarasa

D-fructosa + D-glucosa

Y

Sacarosa + H, O
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Glucdgeno

Y
Almidén

"

Fructosa

Glucosa-1-P €«————>»

H—‘T,:O
H—C—oO0H
c—
GLUCOSA HO—C—H
H—‘C—OH
ATP D ‘
Hexoquinasa _c__
ADP q H C OH
HC—OH
Glucosa-6-P: Glucosa-1-P¢—— <« Galactosa

<
Fosfoglucomutasa

Fosfoglucoisomerasa

Manosa
Fructosa

Fructosa-6-P<

ATP
Fructoquinasa D 6-Fosfofructoquinasa
ADP
Fructosa-1-P Fructosa-1,6-bisfosfato
Fructosa-P
Aldolasa Aldolasa
P-de Dihi(iroxiacetona H—‘c—o0 Triosa fosfato ‘CHOH Glicerofosfato
Gliceraldehido H—*C —OH isomerasa C‘ o < [Geshdogenasa
Gliceroquinasa ‘CH,0-PO,” ‘CH,0-PO,” m
Gliceraldehido-3-fosfato Fosfato de NADH+H* NAD*
2 pi . dihidroxiacetona
f 2 NAD
@c:raldehido fosfato deshidrogenasa
2 NADH+H"
Oo— (‘:7 O-PO,”
H— C—OH 1,3bisfosfoglicerato
CH,0-PO;
2 ADP.
)| Fosfoglicerato quinasa
2 AT
COO"~
H— C—OH 3-fosfoglicerato
CH,0-PO;
Fosfoglicerato mutasa
cOO~
H— ‘C—OfPO; 2-fosfoglicerato
CHOH
Enolasa
(‘:OO -
c—o0-po, - Fosfoenolpiruvato
CH,
2 ADP.
2 ATPD
" 2 NADH+H" 2 NADH+H" 2 NAD'
(‘: 00" 2 NAD U
HO—Cc—H . . ; H—C=0 .
Lactato deshidrogenasa Piruvato descarboxilasa Alcohol deshidrogenasa
CH, CH, CH,
L-Lactato Piruvato Acetaldehido

CH,LOH

HO—C—H
CH,0-FO,

L-a-Glicerofosfato

(‘:Hp H
CH,
Etanol

Fig. 3.1 Esquema de la via glicolitica, rutas de alimdatade esta via y destino del piruvato

segun las condiciones de oxigeno.
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Fructosa-1-fosfato

Fructosa 1-fosfato
aldolasa

Fosfato de

Glucosa-1-P + UDP-Galactosa
_—-OH 4-Epimerasa
H,C
Fosfogluco _OH
o mutasa UDP-Glucosa H,C
H H
H ATP H OH
il ) ADP Gl 6-fosfat OHH O
ucosa-6-fosfato
HO OH ;
Hexoquinasa A HO OH
H OH H H
D-Glucosa D-Manosa
Fosfogluco
HO _ _OH Isomerasa
CH, O. HC ATP .
ADP Hexoquinasa
H HO
H OH ATP ADP v Fosfomanosa
T isomerasa
OH H ———» Fructosa-6-fosfato < Manosa-6-fosfato
D-Frudtosa  Hexoquinasa
ATP ATP ;
@ Eructonuinasa ADP Fosfofructoquinasa
ADP q
Fructosa
1,6 difosfato

2\

OH
D-Galactosa
ATP

? Galactoquinas
ADP

Galactosa-1-P

UDP-Glu
? Gal-1-P
uriditranferasa

Glucégeno

Fosforilasa a

Pi ===

Glceraldehido +

> Gliceraldehido-3-fosfato

dihidroxiacetona

Triosaquinasa

Triosafosfato
isomerasa

T

ATP _ADP

%

Fig. 3.3.Esquema de la incorporacion de diferentes carbatioisi a la via glicolitica.
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Puntos de Regulacion de la Glicélisis

Como en todas las rutas metabdlicas la velocigath djlicélisis esta sujeta a
control, el cual se realiza en tres etapas, dorsti@neinvolucradas tres reacciones
quimicas irreversibles:

1° Punto de Control a nivel de laHexoquinasa La actividad de la enzima es

regulada por la concentracion de su principal petmula glucosa-6-fosfato, el cual
modula negativamente la actividad de la enzima.

2° Punto de Control: a nivel de laFosfofructoquinasala cual es una enzima

alostérica. Su actividad es regulada por variostefes. Son moduladores alostéricos
positivos de la actividad de esta enzimaARP y el AMP, y negativos eATP, NADH,
citrato y los acidos grasos de cadena larg&ste es el principal punto de control de la
via glicolitica.

3° Punto de Control a nivel de laPiruvato quinasa.Esta enzima alostérica que

posee varias isoenzimas, es modulada positivanportda fructosa-1,6- bifosfato y
negativamente por el ATP, acetil-CoA y acidos gsasde cadena larga, entre otros. La

isoenzima hepatica también es regulada por foatidih reversible.
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PROBLEMAS A RESOLVER

1) En dos tubos diferentes se incubaron extractodacetude musculo de conejo
(tubo A) y de levaduras (tubo B) con fosfato yogisa marcada isotGpicamente con
4C en forma uniforme, en un medio anaerébico aiteasddica ( Nah) a pH= 5

y a 30° C. Las medidas de radiactividad, en al&siaguales de medio, antes de

agregar las células (t=0) y luego de 1h de incdlbase muestran en la siguiente

tabla:
t (min) % de radiactividad
tubo A tubo B
0 100 100
60 98 65

a) ¢, Qué explicacion encuentra para estos resufados
b) Construya una tabla con los valores teorico®cdde radiactividad que esperaria
encontrar si el experimento se realizara en idésticondiciones pero con 1C

glucosa.

2) Al afadir Q a una suspension anaerébica de células queantiiucosa a una
velocidad elevada, la velocidad de consumo de ghicdesciende de manera
espectacular a medida que se consume elg@gado. Ademas, al mismo tiempo cesa
la produccién de lactato. Este comportamiento aeludonocido como efecto Pasteur,
fue observado primeramente por Luis Pasteur eedadh de 1860 y es caracteristico
de la mayoria de células capaces de utilizar laoghu tanto en forma aerobica como
anaerdbica.

a) ¢Por qué cesa la acumulacion de lactato, despuasadeion de @P

b) ¢Por qué la presencia de @isminuye la velocidad de consumo de glucosa?

c) Explique lo anterior en funcion de enzimas espeasfi
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3) Predecir si la adiciobn de cantidades significativde los compuestos que se
especifican a continuacion podria provocar un memo (+), disminucion (-), 0 no
inducir ningun cambio en la velocidad de converslérglucosa en etanol. ¢ Cual es su
modo de accion?

a) ADP C) citrato e) fluoruro

b) ATP d) iodoacetato

4) La salsa de soja se prepara fermentando una netalda de semillas de soja y trigo

junto con varios microorganismos, incluyendo laathwa, durante un periodo de 8 a 12

meses. La salsa resultante (después de eliminadlid®s) es rica en lactato y etanol.

a) ¢Como se forman estos dos productos?

b) Es necesario eliminar el oxigeno del tanque dedptation para que la salsa de
soja no tenga un fuerte sabor a vinagre (el vinagrécido acético diluido). ¢ Por

que?

5) Cierto grupo de individuos presenta intolerancia absorcion de la lactosa debido a

una deficiencia de la enzinfagalactosidasa (lactasa) intestinal. Siendo ladeclos

productos lacteos una excelente fuente de alimepéwa remediar la deficiencia

dietética a nivel mundial:

a) Proponga una metodologia, con base bioquimica, pyuiera utilizarse a nivel
industrial para que los individuos en cuestioriagit estos productos en su dieta.

b) ¢Qué metodologia adicional podria aplicarse pagadgino producto fuera utilizado
por personas que presentan intolerancia a la gakft

c) Sugiera algunas determinaciones de laboratorio pagduar la eficacia de las

metodologias propuestas en a) y b)
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6) La principal fuente dietética de fructosa es shdarido sacarosa, utilizado como
principal edulcorante natural, presente en la gniak frutas.

Existen distintos tipos de trastorno del metabadisia la fructosa:

a) Deficiencia en la enzinfauctoquinasa

b) Deficiencia de l&ructosa —1P- aldolasa.

Los individuos con esta Ultima deficiencia tienetolerancia a la fructosa. Teniendo en
cuenta lo expuesto:

a) Realice el esquema de las dos reacciones involagrad

b) ¢De qué manera la industria alimentaria puede apanma solucibn a este

problema?

7) La manufactura de chocolates que contienen unneelliuido es una de las
interesantes aplicaciones de la ingenieria de ezifl relleno liquido aromatico es
basicamente una disolucién acuosa de azucaresrrifraictosa para endulzar su sabor.
El dilema técnico es el siguiente: el recubrimientbe chocolate debe prepararse
vertiendo chocolate fundido y caliente sobre unlgaisélido (o casi solido), pero sin
embargo el producto final debe tener un centrdefre) liquido y rico en fructosa.
Sugerir un modo de solucionar este problema. Tengeuenta que fructosa es mucho
mas soluble que sacarosa (solubilidad en agua@, 2@fctosa: 375 g/I00 ml, sacarosa:
203,9 g/100 ml).

GUIA DE ESTUDIO
Via glicolitica:
- Esquema con férmulas de las reacciones, enzirnafagtores.
- ¢En qué lugar de la célula se encuentran lasnaszijue catalizan las reacciones de la
via glicolitica?
- Accion de la hexoquinasa y de la glucoquinasstrato sobre el cual actuan, producto
de la reaccion que catalizan. Diferencia en losreal de Km.
- ¢ Cuales son los monosacéridos mas comunes qderpungresar a la via glicolitica?

¢, Como se incorporan a la via los disacaridos?

Regulacion:
- ¢, Qué compuestos activan o inhiben las tres esziue intervienen en la regulacion?
- Balance energético.
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Destino del piruvata
- Fermentacion lactica, alcohdlica y acética.

- Efecto Pasteur
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TRABAJO PRACTICO N° 4

CICLO DE KREBS- VIA DE LAS PENTOSAS FOSFATO-METABOL ISMO DE
POLISACARIDOS

OBJETIVOS

+ Adquirir conocimientos sobre el Ciclo de Krebs: iemas implicadas, puntos de
regulacién, balance energético.

+ Conocer la secuencia de reacciones de la via d@dasosas, destino de los productos
(NADPH, ribosa-5-fosfato), interrelaciones con I&@ glicolitica, su regulacion y su
importancia en los alimentos.

+ Conocer y comprender el metabolismo de los poliséms y su relacion con las

principales vias metabdlicas de los carbohidratos.

INTRODUCCION TEORICA

El ciclo de Krebs o ciclo de los acidos tricarbimd$, es una secuencia de
reacciones que constituye la ruta central comiUm perdegradacion de los restos
carbonados que, en forma de acetil-coenzima Ail#ef), derivan del catabolismo
de carbohidratos, acidos grasos y aminoacidos.sEs&tuencias de reacciones
enzimaticas tienen lugar Unicamente en los orgargsaerobios.

El ciclo esta catalizado por un sistema multientitbaque acepta como
combustible al grupo acetilo de la acetil-CoA, degindolo hasta GG pares de Hy
€. Estos ultimos son conducidos a través de unaneadie transportadores hasta e, O
que actua como aceptor final en la mayoria dergarasmos, el cual se reduce y forma

H2O, en lo que se denomina “cadena respiratoria”.

Descarboxilacion oxidativa del piruvato

El piruvato obtenido en la via glicolitica en dbepl, en condiciones aerdbicas
ingresa a la matriz mitocondrial a través de unspartador de la membrana interna de
estas organelas, donde sera metabolizado a aodtil{fijura 4.1) por el complejo
multienzimatico de Ipiruvato deshidrogenas&ste complejo esta constituido por tres
enzimaspiruvato descarboxilasa E;, dihidrolipoil transacetilasao E,, y dihidrolipoil
deshidrogenasa Es, y requiere de cinco coenzimas: pirofosfato denitia, acido

lipoico, coenzima A, FAD y NAD.
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El NADH producido en esta reaccion transfiere |éscteones a la cadel
respiratoria donde se uneroxigeno para dar agua, en el proceso se obtierfehP:
desde ADP.

CH, co,
C|=O Piruvaio (lv.’\l‘ldht\""enu:'i/,r“ ) ?HJ
| ~ ~" Pirofosiato g CO~~S—CoA
CO.0 NAD® de tiamina NADH+H"
Acido lipoico
Piruvato Coenzima A - FAD Acetil-CoA

Fig. 4.1.Descarboxilacion oxidativa de piruvato, catalizadala piruvato deshidrogena
Blanco, A., “Quimica Bioldgica"2006.

Enzimas del éclo de Krebs
Ademas del complejo dea pruvato deshidrogenasa, que cataliza
descarboxilacion oxidativa del piruvato para obterazeti-CoA, en el ciclo
propiamente dicho actian secuencialmente las sigsi®cho enzime
1- Citrato sintasa o enzima condens
2- Aconitasa
3- Isocitrato deshidrgenas
4- o-cetoglutarato deshidrogen.
5- Succinil-CoA sintetasa o Succinato tioquin
6- Succinato deshidrogen:
7- Fumarasa

8- Malato deshidrogenasa
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Fig. 4.2.Esquema de las reacciones quimicas involucradakairio de Krebs. Modificado
desde Nelson D.L. and Cox M.M., “Lehninger. Primggpde Bioquimica”, 2008.
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Funcion anaplerdtica del iclo de Krebs

Varios de los intermediarios deiclo de Krebsestan relacionados con otras \
metabolicas, sirviendo de ftos de entrada de sustratos mllacy asegurando ur
adecuada concentracion de intermediar

A su vez, estas relaciones metabdlicas posibitl aporte de intermediarios ¢
ciclo de Krebs, que actian como precursores emtiis procesos anabdlicos. Eiclo

es, por lo tanto, una via anfibéli

—__ Piruvato
T
, €
Firuvato carborilgsa ¥ OO,
—_— .
G]‘uc‘:Iusa COy 1, AcetilCoA ATP
- cifrafo lasa . .
FEF carborxiqumasa | Aridos grasos
Fosfoenolpuvato “————  Oxalacetato _ - -<Z_ "~ >~ Citrato *esteroles
-~ A ~ - T .
- ’ x
- "" A Glutamato
Aspartato .~ Malato o-ceto g]]llmmu -+ ¥ otros
Asparagina *” ‘: 1 aminodcidos
. 1
Ezmma A s
maiica I‘\ ! “
| % !’ ¢ -
* A Ry Sintesis de
Sintesis de nucledtidos Pi ~ wSuccinil-C'o A . proteinas y
¥ proteinas == I I e nucledtidos
Porfirinas,
grupos hemo

Fig. 4.3.Funciones anapleréticdel ciclo de Krebs. Los intermediarios delloide Krebs sale
del mismo pea actuar como precursoresmuchas rutas biosintéticas, dando lugar a prodi
que se indican con flechas de lineas continuas{— ). Inicadas con flechas de line
cortadas ( ---~» ), Sse muestran cuatro reaesianapleréticas que permiten repc
intermediarios consumidos en el ci

Regulacion del Ciclo de Kreb

El ciclo de Krebs esta controlaindirectamente por el @mplejo di la piruvato

deshidrogenaseel cual estd regulado mediante fosforilacion reitde (figura 4.4).

Ademas el complejo es inhibido por ATP, a-CoA y NADH, y es estimulado p
insulina y el C&' (este ultimo aumenta en el ejercicio muscular swenesimula a una

fosfatasaque actlua sobre ldruvato deshidrogenasa).
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e (Activa)
Insulina 0 P Acetil CoA
Ca (et ATP NADH
\@ \ el | \ / &‘)/ ATP
PDH PDH
fosfatasa quinasa
\.
/ \ / \ .\ Piruvato
: ADP
(Inactiva)

Fig. 4.4 Regulacién de la actividad del complejo de laym@to deshidrogenasa.
Feduchi, Blasco, Romero, Yafiez. “Bioquimica. Comaggsenciales”, 2015.

El funcionamiento del ciclo de Krebs depende dgbfde atomos de carbono.
Dicho flujo implica la conversion de piruvato enetlcCoA (reaccion catalizada por
piruvato deshidrogena3ay la entrada del acetil-CoA al ciclo. Sin embargbacetil-
CoA ademas de tener su origen en la reaccion zadalipor la piruvato deshidrogenasa,
puede provenir de la oxidacion de acidos grasosely catabolismo de algunos
aminoacidos.
Los tres factores que gobiernan el flujo de carb@ntravés del ciclo de Krebs son:
* Disponibilidad de sustrato.
* Inhibicién del ciclo por acumulacion de producto.
» Retroinhibicién alostérica de enzimas que cataliaamprimeras etapas del ciclo.
Los principales sitios de regulacion son pasoddusnte exergonicos y son los
catabolizados porcitrato sintasa, isocitrato deshidrogenasg o-cetoglutarato
deshidrogenasa
1° punto de control: dtrato sintasa
La actividad de la enzima es regulada por la digplatad de sustrato (acetil-CoA y
oxalacetato). Responde a los siguientes reguladores
* Inhibidores: succinil-CoA (compite con acetil-CoArpel sitio activo), citrato y
ATP
» Activadores: ADP.
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2° punto de control:isocitrato deshidrogenasa
* Inhibidores: ATP y NADH. La actividad de la enziraa fuertemente regulada
por los niveles de NADH (cuando la relacion NADIAMD' es alta, la enzima
se inhibe).
« Activadores: C& (en musculo).
3° punto de control: a-cetoglutarato deshidrogenasa
+ Inhibidores: relacion NADH/NAD elevada, succinil-CoA.

+ Activadores: C& (en musculo).

"’ inhibido por
acetll CoA « NADH
. » ATP
# acelll graso CoA
= succinil CoA
cxalacatalo
' citrato
L-rmalate
isocitrato
ADP
fumarato isotitrato , Cal
I deshidrogenasa
succinato a-cetoglutarato u-catoglutarato E"-‘IAI?E@ por:
' deshidrogenasa :
syccinil - NADH
Cod,
Cad
Inhibido por:
. A'[P
* NADH
-
sucdnil CoA, GTP

Fig. 4.5.Regulacion directa del Ciclo de Krebs.
Benyon S., “Lo esencial en Metabolismo y Nutricio2010.
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VIA DE LAS PENTOSAS FOSFATO

La glucosa-6-fosfatgpuede ser catabolizada por la “via de las penfosésto”,
una ruta alternativa para el metabolismo de laagac que ocurre en el citoplasma
celular. Los objetivos fundamentales de esta via fmacion de NADPH sintesis
de ribosa-5-fosfato. ENADPH es el principal agente reductor de la célulajzatio
principalmente en procesos de biosintesis (sintdsisacidos grasos, colesterol,
esteroides, etc) y detoxificacion celular.ril@osa-5-fosfatoes necesaria para la sintesis

de nucledtidos y acidos nucleicos.

Esta via posibilita la interconversién de variosboaidratos de 3, 4, 5, 6y 7
atomos de carbono, algunos de los cuales son tambtérmediarios de la via
glicolitica. (gliceraldehido-3-fosfato y fructosafdsfato). Para comprender las
reacciones que tienen lugar en esta via se coanmiddos fases: Fase oxidativa
(reacciones irreversibles) y Fase no oxidativacgiemes reversibles).

* Fase Oxidativa:
Esta fase consta de tres reacciones irreversibi@sdo como resultado la
formacion de ribulosa-5-P, GOy dos moléculas de NADPH por molécula de glucosa-

6-P que se oxida.

capacidad
il reductora para la -
_~"" | biosintesis reductival "
o | = o
- e
~ %

- T

- e
NADP'  |NADPH|+ H* H-0 H NADE 4 H:
\ 4 \ : o,
glucasa-é-t:_l_’} b 6-fosfogluconolactona ;'—‘/—P- a-fosfogluconato b ribulosa-S-@
l6c fec] lec ® jsc
glucosa-&- ® lactonasa 6-fosfogluconato
deshidrogenasa deshidrogenasa

Eﬂave @nxllla::u’:n @ hidrolisis @ descarboxiladon axidat‘i'-aJ

Fig 4.6.Fase oxidativa de la via de las pentosas fosfato.
Lim, Roach. “Lo esencial en metabolismo y nutri¢j&010.

La glucosa-6-fosfato deshidrogenagda é-fosfogluconato deshidrogenasan dos
enzimas que actian como oxido-reductasas, utilzatwmo coenzima el NADP
oxidado. Laglucosa-6-fosfato deshidrogenaea la enzima reguladora de la via de las
pentosas fosfato, siendo inhibida por uno de sadyatos: el NADPH.
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» Fase no oxidativa
Esta etapa consta de una serie de cinco reacci@vessibles donde ocurren
interconversiones desde ribulosa-5-P a ribosa-&#@ [a sintesis de nucledtidos, o a

intermediarios de la glucolisis tales como glicgealido-3-P o fructosa-6-P.

P -
| Rasel | dave
b e — TPF = pirafosfato de
v tiarmina
2 rlhulnsa~5-®
fosfopentosa ", 1'*-.‘\ @ fosfopentosa
epimerasa - % somerasa
=2 S
i i
diulosa-5-(F) = i .'Fibﬂﬁ'ﬁ'®:__|__b bisintesis nucleatidos
— ! icidos nucleic
@ ~ " _@_ i y dcidos nucleicos
' !
T
transcetolasa '\L_‘\_
requiere TPP '\‘\\
,l x
o los requerimientos de la célula determinan
L — _ | i predomina la produccién de ribasa-5-(P)
sedoheptulosa-7-F) - N > gliceraldehido-3-(F) | ada fructosa-6-(P) y gliceraldehido-3- (F);
=3 7
v ).
@ transaldolasa I/
A ;:xf

eritrosa-4-(F) <

bulosa-5-(F)
fideens (D 1&_. ®

\ N
X ¥~ T~ transcetolasa
silulosa-5-(F) T requlere TPP

gliceraldehida-3-(F) |

j glucdlisis

Fig 4.7 Fase no oxidativa de la via de las pentosas-fodfatg Roach. “Lo esencial en
metabolismo y nutricién”, 2010.

En esta fase se producen una heptosa (7 C, seudmsep/-P), una hexosa
(fructosa-6-P), dos pentosas (ribosa-5-P y xilulo$), una tetrosa (eritrosa-4-P) y una
triosa (gliceraldehido-3-P). Intervienen dos enzairgae transportan unidades de tres o
dos carbonos, léransaldolasay transcetolasa respectivamente. Esta ultima enzima

requiere como cofactor pirofosfato de tiamina (PPT)
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METABOLISMO DE POLISACARIDOS

Metabolismo del glucégeno

En el higado el glucdégeno sirve como depédsito deaga. Por degradacion del
glucdgeno se libera glucosa la cual pasa a lasgraga su distribucion a otros tejidos.
Por el contrario, en el musculo el glucdégeno saatkypara proporcionar energia en

forma de ATP para la contraccion muscular.

a) Glucogenogénesis (sintesis de glucogeno)

La formacion de glucégeno a partir de glucosa sdizee en muchos tejidos,
principalmente higado y musculo. Es un proceso @itabque requiere energia y esta
regulado principalmente por la enziglaicégeno sintaseEl sustrato para la sintesis es

la glucosa activada con UDP (figura 4.8).

b) Glucogendlisis (degradacion del glucogeno)

El glucogeno es una forma de almacenamiento desgidacilmente movilizable a
través del proceso denominado glucogendlisis. Ea poceso intervienen enzimas
diferentes a la via anabdlica siendo la enzimalaelgua laglucégeno fosforilasa

La glucogendlisis se lleva a cabo por la accidousecial de dos enzimas la
glucogeno-fosforilasay la fosfoglucomutasaproduciéndose primero la eliminacion
secuencial de residuos de glucosa-1-fosfato (gh)-desde el extremo no reductor de la
molécula de glucdgeno, y luego la conversion aagae-fosfato por accion de la
mutasa (figura 4.8).

La glucdgeno-fosforilasa cataliza la reaccion ganer

Glucégeno + Pi ,Glu-1-P + Glucogeno
(n residuos) Glucogeno (n-1 residuo
fosforilasa

U7

)

Esta enzima que se halla en el musculo e higadstitoye un importante ejemplo
de enzima reguladora modulada por modificacion leove, con interconversion entre
sus formas activa e inactiva (figura 4.9). La giB-asi formada puede degradarse hasta
acido lactico en el masculo o transformarse enagladibre en el higado.

La glucogeno sintasg glucoégeno fosforilasastan reguladas en forma reciproca por
un ciclo de fosforilacién-desfosforilacion, cuansi® estimula una enzima se inhibe la

otra.
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GLUCOSA

ATP Pi
Glucoquinasa ~ Mg*? Glucosa-6-osfatasa
ADP HyO

| GLUCOSA-6-FOSFATO |

Mg*2 ¢ f Fosfo-glicomutasa

GLUCOSA-1-FOSFATO

AN +
Polilmero AMFc )
Glucosa /
Glucogeno | rilasa
UDP
Pi
GLUCOGENO

Fig. 4.8.Esquema de las reacciones involucradas en el nistabale glucogen

st hiposlucemia
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| /
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Fig. 4.9.Esquema de regulacion por modificacion covalente de la gluctx
fosforilasa.
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Metabolismo del almidén

El almidon es el polisacarido de reserva en mugbgstales y es el principal hidrato
de carbono en la alimentacion humana. Al igual guglucégeno, el almidén es un
polimero de glucosa pero posee un menor porcemtajeamificaciones que el
glucdgeno.

Durante el dia las células de las hojas toman oarljoe se convierte, mediante la
fotosintesis, en sacarosa y almidon. La sacarosgps®ta a los tejidos no fotosintéticos

y el almidén se almacena.

a) Sintesis de almidén

La sintesis de almidon ocurre en los cloroplastrs gu almacenamiento temporal
como uno de los productos finales de la fotosistgsen los amiloplastos de las partes
no fotosintéticas de las plantas para su almacemaona largo plazo.

La sintesis usa como sustrato ADP-glucosa, quaesférido por almidén sintasa al
extremo reductor moléculas de almiddn preexisseteigual que lo que ocurre en la
sintesis de glucégeno, la formacién de las rantiicees de la molécula se lleva a cabo

por la actividad de una enzima ramificante.

b) Degradacion de almidén

En el ser humano, la degradacion de almidon eadea cabo por la amilasa salival
y la amilasa intestinal, endoenzimas que -catalifmnhidrélisis de los enlaces
glicosidicosa-1,4, liberando maltosa, maltotriosas y oligosatmisolubles, pero que
son incapaces de hidrolizar los enlace$,6 de las ramificaciones, para lo cual se
requiere de enzimas desramificantes.

Los glucanos solubles contintan siendo degradaolom@ccion dg-amilasas. Los
productos de la accion de las amilasas son hidiaiiz hasta glucosa libre por accion de

enzimas del borde en cepillo intestinal.

-54 -



)
&J UNSL/FQBYF Quimica Biolégica 2017

PROBLEMAS A RESOLVER- CICLO DE KREBS
1) Sefiale la posicién del carbono isotopico en eldcittico, cuando se incuban los
siguientes compuestos marcados isotopicamente:
a)3-'C —Piruvato b) 2C- Piruvato

2) ¢Cuél es el rendimiento en ATP cuando cada unmslesiguientes sustratos es
oxidado completamente a @@or un homogenato celular? Suponga que la glispk
ciclo del &cido citrico y la fosforilacién oxidaséivson completamente activos.

a) Piruvato.

b) Lactato.

c) Fructosa-1,6 difosfato.

d) Fosfoenolpiruvato.

e) Fosfato de dihidroxiacetona.

3) Los agentes quelantes o secuestrantes desempefipapah fundamental en la

industria de los alimentos al reaccionar con loesometalicos y alcalinotérreos para
formar complejos que alteran las propiedades deidnss y sus efectos sobre los
alimentos. Muchos de los agentes quelantes em@eada industria alimentaria son
sustancias naturales como los acidos policarbosilicitrico, malico, tartarico, oxalico

y succinico.

La mayor parte del &cido citrico utilizado en laustria alimentaria se obtiene por
procesos biotecnoldgicos, utilizando cepas deédogips Aspergillus y Penicillium.

Si se trabaja con un medio de cultivo cuya coneen de glucosa es 0,8 M,

considerando que el 80 % de la misma es utilizada fa sintesis de acido citrico,

calcule:

a) ¢, Cual seria el rendimiento tedrico de acidaoi{iM) obtenido en esas condiciones?

Suponga que el oxalacetato proviene de otra fuente.

b) ¢ Cuantos moles/l de ATP se producirian eintasis de acido citrico?
c) Los microorganismos gastan el 20 % restanta deutosa en el mantenimiento y
funcionamiento celular. Calcule la cantidad de Af&ducida por esta fuente de

carbono cuando se degrada totalmente ayad@O.
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4) Una forma de almacenar frutas y verduras frescasnasteniéndolas a bajas
temperaturas.

Sin embargo, las bajas temperaturas pueden prowtsi@s en estos alimentos al
romper el equilibrio de los procesos metabdlicosalierando la integridad vy
permeabilidad de las membranas biol6gicas. En akjuwasos existe una relaciéon
directa entre un cambio de fase de las membratas/glocidad de reaccion de una
enzima ligada a ella.

En un estudio realizado con tomate y remolachamgd#ié la influencia de la

temperatura en la oxidaciébn de succinato en mitthéas, dando los resultados

indicados en la grafica.

15 —a— Faices de
' rernolacha
—+— Fruto de tormate
1 \._H_
05 -\‘
0 : : : : : :

33,5 34 345 35 355 K

nenal C2imindmg de proteinas

1T x10-4

a) Formule la reaccidon enzimatica que se ve afacewm condiciones de bajas
temperaturas.

b) ¢ Por qué disminuye el consumo de oxigeno a meplid disminuye la temperatura?
c) ¢ Qué diferencia encuentra entre ambos produetpetales respecto a su sensibilidad

a bajas temperaturas?

PROBLEMAS A RESOLVER - VIA DE LAS PENTOSAS FOSFATO
1) Fructosa y glucosa son sustratos para la hexcspjimaientras que glucosa-6-P es
sustrato para la glucosa-6-P deshidrogenasa. Enmuestra de mielfructosa y
glucosafueron determinadas por la siguiente técnicabanfl,de una solucion de 10
mg de miel en 200 ml de agua, se le agregd hexasaijmglucosa-6-P deshidrogenasa y
1 umol de GIMg, NADP oxidado y ATP, llevando la mezcla a wiwnen final de 1

ml, utilizando un buffer adecuado. El cambio deoalssncia a 340 nm fue de 0,260.
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En un experimento paralelo se repiti6 el ensaycegagrdo ademas la enzima
fosfoglucosa isomerasase observd un incremento de absorbancia de 0,552.

a) Formular las reacciones involucradas.

b) Determinar la cantidad de glucosa y fructoga se hallan presentes. Considerar
que Jumol de NADPH/mI da una absorbancia de 6,2 a 340 nm.

2) Explicar el destino metabdlico de la glucosa-@dtmsbajo cada una de las siguientes
condiciones:
a) Cuando las necesidades de NADPH son mayordagjde ribosa-5-fosfato.

b) Cuando las necesidades de ribosa-5-fosfato agones que las de NADPH.

PROBLEMAS A RESOLVER — METABOLISMO DE POLISACARIDOS

1) Las carnes DFD (del inglés: dark, firm, dry) camgen un gran problema de calidad
en la industria carnica. Estas carnes se definemp@seer un pH igual o superior a 6
después de las 12 a 48 h postmortem. Su apariesmiga y seca en la superficie junto
a su consistencia firme, afecta negativamente sariemgia y dificulta su
comercializacion, ya que el consumidor las asoca carnes mal conservadas u
obtenidas de animales viejos.

Actualmente se tienen muchos cuidados a las camdisi en las que se mantiene el
animal en los momentos previos al sacrificio, y& @@ ha observado que aquellos
animales que han sido sometidos a estrés o0 anaigota fisico tienen una gran
tendencia a dar lugar a la obtencién de carnes DFD.

a) ¢, Cual es la justificacion bioquimica para ebseovacion?

b) Esquematice las vias metabdlicas puestas ea.jueg

c) ¢ Como explica el efecto del estrés en la calildald carne?

d) Teniendo en cuenta sus respuestas anterioregpnga mejoras para evitar las
pérdidas de calidad de la carne.

2) El sabor dulce del maiz recién cosechado es debldagran cantidad de azucar de
los granos (fructosa, glucosa, etc.). EI maiz caahpren el mercado (varios dias
después de la cosecha) no es tan dulce debidoel §0€% del azucar libre del maiz se
convierte en almidén durante el primer dia despleda cosecha. Sobre la base de estos

datos escriba o explique:
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a) La reaccion de formacion de almidon a partigldeosa y fructosa.

b) ¢ De qué manera podria mantenerse el sabordkllceaiz recién cosechado?

GUIA DE ESTUDIO
Ciclo de Krebs

- ¢ En qué lugar de las células se llevan a calredasiones del ciclo de Krebs?
- Formular todas las reacciones del ciclo con nendlerlas enzimas y coenzimas.

- En cada una de las reacciones de tipo redoxé ggmpuesto se oxida y cual se

reduce?

¢, Cuantos moles de ATP se produce por degraddeidacetil-CoA y piruvato?

¢, Cual es el aceptor de electrones en cada reatdeidxidacion?

¢, Cudles son las enzimas que intervienen en lda@gn del ciclo de Krebs?

- ¢Qué intermediarios del ciclo pueden servir coprecursores de otras vias

metabdlicas?

Via de las Pentosas:

-Reacciones, enzimas y cofactores. Formular.

-¢,Cual es el mecanismo de accion de la transaldojasranscetolasa? ¢En qué

reacciones actuan estas enzimas?

-¢,Cuales son las enzimas de la parte oxidativa?

-¢ En qué reacciones se produce NADPH? ¢ Qué viabdhieas lo pueden utilizar?
-¢, Qué reacciones catalizan las enzimas epimeriasangrasa?

-¢,COmo actia el pirofosfato de tiamina?

-En la reaccion de oxidacion de glucosa-6-fosfafuales son los productos de

reaccion?
-¢,Qué intermediarios de la via glicolitica se poeauen esta via?

-¢ En qué érganos y tejidos es mas activa esta via?
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Glucogenadlisis:

- ¢ En qué tipo de union y sobre qué extremo aetimiiera enzima que interviene en
la degradacion? ¢ Cuales son los productos de ckelcaion?

- ¢ Cuales son las enzimas que actian sobre elgginogara degradarlo a glucosa-6-
fosfato y dextrina limite?

- Un aumento de la concentracion de glucagon egrsagqué accion tiene sobre la
glucogendlisis a nivel del hepatocito?

- ¢,COmo se activa la degradacion de glucégeno mdastulo?

Sintesis de glucégeno:

-¢,Qué enzimas participan en el proceso de sintesis?

- ¢,COmo se incorpora glucosa a la cadena?

- ¢ En qué organo se lleva a cabo?

Degradacion de almidén:

- ¢ En qué tipo de union y sobre qué extremo aetimifiera enzima que interviene en
la degradacion? ¢ Cuales son los productos de dkalcaion?

Sintesis de almidon:

-¢,Qué enzimas participan en el proceso de sintesis?

- ¢,Como se incorpora glucosa a la cadena?
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TRABAJO PRACTICO N° 5
BIOSINTESIS Y DEGRADACION DE ACIDOS GRASOS — METABO LISMO
DE COLESTEROL — CICLO DEL GLIOXILATO

OBJETIVOS
+ Comprender el metabolismo de lipidos, su interi@acon otras vias metabdlicas y
mecanismos de regulacion.

+ Conocer la importancia del ciclo de glioxilato.

INTRODUCCION TEORICA

Los lipidos de la dieta son una fuente importantke energia, aportando 9
kilocalorias por cada gramo degradado, mas deledqbé lo proporcionada por las
proteinas y carbohidratos (4 kcal/gr). Por otra]dds grasas, proporcionan sensacion
de saciedad y contribuyen a la palatabilidad dealasentos. Ademas transportan
vitaminas liposolubles: A, D, E y K.

Los lipidos de los alimentos pueden provenir dausate natural (leche, carnes, etc.)
0 ser un producto obtenido a partir de la misman{eta, aceites, quesos, etc.)

Para que los lipidos de la dieta puedan ser uibggpor el organismo, deben ser
digeridos y absorbidos en el tracto intestinal daeyo ser distribuidos a través del
torrente sanguineo a las células de los distimjodos (principalmente higado y tejido
adiposo).

La mayor parte de los lipidos son transportadosaesangre, unidos a proteinas
plasmaticas formando complejos denominados “lipignas”. Los triglicéridos unidos
a las lipoproteinas son hidrolizados a nivel dedlog¢elio de los vasos sanguineos a
glicerol y acidos grasos. El glicerol es transpiwtal higado, y los acidos grasos
ingresan a las células donde seran almacenados$orera de triglicéridos, o se
degradaran para proveer de energia.

El colesterol, alcohol esteroide caracteristicdodeejidos animales, desempefia una
serie de funciones esenciales en el organismo ylqdanto requiere de un aporte

continuo.
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METABOLISMO DE ACIDOS GRASOS
DEGRADACION DE ACIDOS GRASOS
En mamiferos, el centro principal de acumulaciotrigéicéridos es el citoplasma
las células adiposas (adipocitos). El fer paso en la utilizaciéon de las grasas ¢
fuente de energia es la hidrdlisis de los trigid®s por accidén de lipasas reguladas
hormonasLos productos de hidrdlisis se liberan hacia lau&cion sanguinea, don

los &cidos grasos son transpdos unidos a la proteina plasmatica

Triglicéridos Glicerol + Acidos grasos

Luego los acidos grasos libres se degradan enitasandrias de las células (hige
y tejidos extrahepaticos) por eliminacion secudnaipartir del extremo carboxilico, -
unidades de docarbonos (ace-CoA), proceso conocido como via giexidacion

Previo a lap-oxidacion, los acidos grasos citosélicos deben awivados )
transportados conjugados con carnitina, a travéls deembrana mitocondrial inter
hasta la matrimitocondrid donde se produce la oxidacion.

La activacion delos acidos grasoocurre en el citosomediante la unidén ce
coenzima A reaccion catalizadpor la enzimaioquinasa Se formaacil-CoA (forma

“activada” del 4cido graso) y se consumen en leciéa do: uniones ricas en energ

i
R— CH,— CH,— C—OH + CoA-SH

ATP

Mg™ PIROFOSFATASA
AMP + ppi —>2P1

TIOQUINASA

i
R— CH,— CH,— C — S-CoA
Acil-CoA

El sistema de transporide acidos grasos activadesmprende dos enzimas:
carnitina acil transferasa | y | (figura 5.1). ElI siguiente esquema nos pern

comprender este sistema de transporte de acidess
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Matriz

Carnitina
aciltransferasa-l

Fig 5.1.Representacion esquematica del transporte desagiedeos hacia la matriz
mitocondrial mediado por L-carnitina. Feduchi, BasRomero, Yafiez, “Bioquimica.
Conceptos esenciales”, 2015.

Las moléculas de acil-CoA dentro de la matriz natairial sufrer-oxidacion, una

%Hs
il CH3—rIJ+~— CHz—C[H—CHZ—COO‘
= CH, OH
= Carnitina
>: p- Carnitina
g o Espacio o aciltransferasa-Ii
& @ Intermembrana g
% ,j 0 § //O
e ® r—c’ 4 R= C\
@ © iti
= oo 5-CoA
s & R—C
4 ® < CoA-SH
&==2  (oasH :
@ 9] B

secuencia ciclica de cuatro reacciones: oxidati@inatacion, oxidacion y ruptura de la

cadena con liberacion de acetil-CoA.
1-Primera oxidacion: el acil-coenzima A sufre pérdida de dos hidrégetedos

carbonosa y B (2 y 3), esta deshidrogenacién es catalizada acit-CoA

deshidrogenasaenzima que utiliza FAD como aceptor de equivaemte reduccion.

2-Hidratacion: esta reaccion es catalizada por la enzénail hidratasa,la cual
adiciona H y OH de una molécula de agua para saturar el dobleeefdamado en la
1° reaccion.

3-Segunda oxidacion El B-hidroxiacil-CoA (producido en la reaccion de
hidratacion) se deshidrogena en el carb@nen una reaccion catalizada por una
deshidrogenasa nicotinamidicagdnidroxiacil-CoA-deshidrogenasaiendo el aceptor

de hidrégenos el NAD

4-Ruptura de la cadena y liberacion de acetil-CoAEI pB-ceto-acil-CoA, producto
de la reaccion de deshidrogenacion, es escindimiieade la unidén entre los carboros

y B por accion de la enzin#lasa Esta reaccion requiere otra molécula de coenzima

A.

Los productos formados son acetil-CoA y un acil-GAdos carbonos menos que el

inicial.
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El ciclo de oxidacion se repite sobre el -CoA hasta degradarlo completamen
acetatos activos. Los acefibA generados en la degradacion oxidativa de agjdissos

ingresan al ciclo del &cido citrico para su oxidadinal a C(; y HO.

R—CH,~CH,~ CO~SCoA

S S S —

deshidrogenasa

NADH+H*
R—CO~—CH,~CO~SCoA

/ L FAD

| Acil-CoA

: deshidrogenasa FADH,

| i

I

) R—-C=C—-CO~SCoA
I

: H

| Enoil H,0

1 hidratasa y/‘

i

| on

: R—C'I“CHZ— CO~SCoA

| H

I

! 3-OH-acil-CoA | NAD™

i

I

I

i

1

1

1

I

I

1

Tiolasa j'/- CoA-SH

"~ - Re20)— COSCoA + Acetil-SCoA

Fig 5.2.Etapas de I@-oxidacion de un acido graso. Blanco, A. “Quimical&gica”.
2006.

Acidos grasos y flavores

Durante su procesado y/o almacenamiento, los aloserstan sujetos a una serie
alteraciones que tienen una importante repercusidla calidad de los mismos. En
estas alteraciones, la oxidaciéon lipidica ocupaluger primordial a causa de |
cambios que produce en los alimentos, con conse@seque implican modificacion
en su flavor, texturaconsistencia yapariencia, asi como en su valor nutritivc
seguridad.

Tanto las plantas como los animales poseen <as bioquimicos que transform
secuencialmente los glicerolipidos en derivadododeacidos grasos a través de
serie de pasos.

Tipicamente esta cascada se inicia con la maduraedos vegetales o tras un di
en los tejidos del alimento, lo cuerigina la hidrélisis de los glicerolipidos por emzis
lipoliticas, seguida de una oxidacion de los acigossos liberados, por accién
lipooxigenasa, con formacion de hidroperdxidos igalinente, una transformaci

enzimatica de esos hidroperéxidosra formar una mezcla compleja de compue
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(aldehidos, cetonas, lactonas) que dan origen erstis flavores. Estas oxidaciones
juegan un papel muy importante en el flavor carétieo de frutas y hortalizas. Por
ejemplo, por hidroperoxidacion del acido linoleise,obtienen aldehidos que aportan el
flavor caracteristico de los tomates y pepinosciesEl desarrollo de aromas frutales
agradables que acompafia a la maduracién de peragnds y otras frutas se asocia a
la presencia de compuestos volatiles de cadenaan(éslieres y lactonas), que derivan
de la beta-oxidacion de los acidos grasos de cddeyampresentes en el fruto.

La oxidacion de &cidos grasos también impacta enflavores de las carnes de
rumiantes y no rumiantes, por ejemplo en polldedmacion de aldehidos derivados de
los acidos araquidonico y linoleico, contribuye fevor caracteristico del pollo
estofado.

Por otro lado, mediante la autooxidacidn no enzaaatle lipidos se producen
principalmente aldehidos y cetonas volatiles, qomefieren a los alimentos sabores
indeseables cuando sus concentraciones son stditiente altas. Sin embargo estos
mismos compuestos, en concentraciones mas modeatasyigen a sabores deseables
en alimentos procesados y cocinados.

Cuando la oxidacion ocurre mediante procesos aittatixos, hay una produccion
azarosa de flavores porque la naturaleza de lopuwestos volatiles originados es
variable; por el contrario cuando la oxidacion esdturaleza enzimatica se da origen a

aromas singulares.

BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS

La sintesis de acidos grasos se produce en ebkitesis intermediarios estan unidos
a una proteina portadora de acilos (ACP). El sistenzimatico que cataliza la sintesis
de acidos grasos saturados de cadena larga, a garticetil-CoA, malonil-CoA y
NADPH se denominacido graso sintasa (AGS).

Como los acidos grasos se sintetizan en el cimqurtir de acetil-CoA y ésta se
genera principalmente en la matriz mitocondrialpesesario transferirlo al citoplasma.
La membrana interna de las mitocondrias no es ari@ea acetil-CoA, por lo que el
citrato atraviesa la membrana a través de un teatasjor y luego en citoplasma es
escindido por accion de la enzimdrato liasa en la cual participan coenzima A 'y
ATP, se regeneran acetil-CoA y oxalacetato

El acetil-CoA es utilizado para la sintesis de @gigrasos y el oxalacetato sufre una

serie de reacciones a traves de las cuales séotraasmalato o piruvato, que disponen
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de transportadores en la membi mitocondrial. El oxalacetato es reducido a ma
por malato deshidrogena citosdlica y luego descarboxilado a piruvato poenzima

malica, ligada a NADP.

Citoplasma : @ Mitocondria

& @

: Enzima malica o ®  Piruvato Piruvato
: : : carboxilasa deshidrogenasa
' Malato o ]
2 ® Oxalacetato
NAD™. d
' “ Malato deshidrogenasa : :
| NADH +H*— b+ >4 :
; -+ >4 Acetil CoA
' Pix @ Citrato
. Oxalacetato & ® St
: ATP=ci li = :
. - _citrato liasa
- [Acetil CoA ATp | AOIRag &
: Acetit CoA _ ) -
|l e
* [ Malonil CoA ) @
g Acid : :
A cido graso
*1 sintasa = :
Acido graso = :
=1 =]
(] i

Fig 5.3.Transporte de restos acetilos hacia el citosolgsintesis de acidos gra.
Fedichi, Blasco, Romero, Yafiez. “Bioquimica. Conce@eanciales”. 201

Una vez que los restos acetilos se encuentran @oplasma ocurre la prime
reaccion de la sintesis de acidos grasos que temgida generacion de mal«-CoA.
El malonil-CoA sesintetiza por carboxilacion del ac-CoA, reaccion catalizada por
enzimaacetil-CoAcarboxilasa,con biotinacomo coenzima. La reaccion se acopla

hidrolisis del ATP y es el principal sitio de regcildn de la biosintesis de acidos gre

0 O O
il ~ Acetil-CoA carboxilasa - (|J\ - (” “
\ + C(_)z / ‘ : o
H«(:/ S-CoA r Biotina O C S-CoA
el H:
Acetil-CoA ATP ADP 1 Di Malonil-CoA

La acetil-CoA carboxilas es regulada por fosforilacién/desfosforilac
(regulacion covalente). La adicion de fosfato, lczdapor quinasasdependientes de
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glucagdn, la inactivan. La activacion es catalizagifosfatasaestimulada por insulina.
Ademas, la insulina induce la sintedes Acetil-CoA carboxilaseEsta enzima también
es regulada alostéricamente, siendo activada poatai efecto revertido por la
presencia de acil-CoA de cadena larga.

Luego de la sintesis de malonil-CoA ocurren unée sl reacciones representadas
en la figura 5.4, que conducen a la formacién deacido graso. En esta figura en
particular se enumeran las reacciones que condudansintesis de palmitato en los
organismos superiores y bacterias.

El complejoécido graso sintasacompuesto por siete enzimasetil transferasa
malonil transferasa enzima condensantep-cetoacil reductasa, 3-hidroxiacil-
deshidratasaenoil reductasa, tioesterasala proteina transportadora (PTA o ACP).
Esta secuencia de reacciones forma butiril-ACR;ual completa el primer ciclo de
elongacion.

En el segundo ciclo el butiril es transferido deta ACP a la enzima condensante
(EC) formandose butiril-EC, éste se condensa canrablécula de malonil-ACP y se
repite el ciclo formando un hexil-ACP. Los ciclos elongacion contindan hasta llegar
a palmitoil-ACP, el cual se hidroliza por uti@esterasgpara producir palmitato y ACP.

Para sintetizar una molécula de Palmitato se reguié¢ moles de ATP utilizadas
para la sintesis de 7 moléculas de malonil-CoA ynbeculas de NADPH utilizadas en

las 2 etapas de reduccion de cada uno de losocicl
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o
i AcetilEC
@ cons b CH, 2CoASH P o,

M acetll CoA liberados E)
sH j EC )} 5 -C=CH, SH
L ®  lae)s @D @ LR
: -C=-CH, 5 H;— C-CH,
o 1 1 3 a4

ACP
FAS (9‘% CoAS~C= CHy=COO
malonil CoA malonil-ACP acetoacetil-ACP
"?,—NAI:}FH +H
— @ .
elongacién continuada al i |
condensarse la cadena de 4C \--n NADP*
con un segundo malonil-ACP vV
— cadena de 6C J\_ SH
O CI'IH
/7 5-C-CHp- C-CH,
£
.fl.vf n
// D-3-hidroxibutiril-ACP
i |
o @ \\-u H,0
S = C = CHa=CH;=CH, Vv
C? "-‘ SH
-§- C~CH=CH-CH,
Af butenoil -ACP
[| —~NADPH + H*
grupo SH de la , \“
enzima condensadora L, = NADP*
: g ¥
SH  representacion esquemitica S — C— CHy— CHy-CH; SH
FAS = de slo una subunidad de e O
SH addo graso sintasa SH e e da S_C_ CHa= CHy - CH,
R | sitio a sitio
iddo + grupo 5H de la butiril-ACP
graso sintasa ACP
segundo malonil CoA cadena de adlo
J graso saturado de 4C
Etapa Reaccion Enzima
1 Acetil-CoA+HCO, +ATP __ , Malomil-CoA+ ADP+Pi+H  Acetil-CoA carboxilasa
2 Acetil-CoA +HS-EC ——  Acetil EC + CoA Acetil transferasa
3 Maloml-CoA + ACP ——* Maloml-ACP + CoA Malonil transferasa
4 Acet1il- EC + Malomil-ACP » Acetoacetil-ACP + HS-EC + C0O, Enzima condensante
5 Acetoacetil-ACP + NADPH + H —+ D-3-OH-butiril-ACP + NADP™ [-Cetoacil-reductasa
6 D-3-OH-butnl-ACP A? butenoil-ACP + H:0 3-0H-ac1l deshidratasa
7 A’ butenoil-ACP +NADPH + H™ _,  Butiril- ACP + NADP" Enoil-ACP reductasa

Fig 5.4 Reaccionefmvolucradas en la biosintesis de acidos grasoslifddado desdBenyon,S.
“Metabolismo y Nutricién”, 1998.
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Comparacion de la sintesis y degradacion de ladoagrasos

Sintesis

Degradacién

Activa

Tras comidas, situacion

posprandial

Ayuno Yy ejercicio

prolongado

Principales tejidos

Higado y tejido adiposo

Mdusculo e higado

implicados
Sitio celular Citosol Mitocondria
Donante/ productor de 2G Acetil-CoA y Malonil-CoA cétil-CoA
Transportador de acido graso Unido a ACP Unido a CoA
activo
Enzimas Acido Graso Sintasa Probablemente no asociad

(complejo multienzimatico

Oxidante / reductor

NADPH

NADy FAD

Control alostérico

El citrato activa la acetil
CoA carboxilasa, el

palmitoil-CoA la inhibe.

Malonil-CoA inhibe la

carnitina-acil-transferasa |

Control hormonal

La insulina activa la aceti

CoA carboxilasa, la

La adrenalina y el glucag6

activan la lipasa, la insuling

=

adrenalina y el glucagon la la inhibe
inhiben.
Producto Palmitato. Acetil CoA

METABOLISMO DEL COLESTEROL

El colesterol es un componente esencial de las mamab celulares, ademas es un

precursor de hormonas esteroideas, acidos bifagdeda vitamina D.

El colesterol ingresa en su reserva hepéatica & paria dieta o a través de sintesis

endogena “deovd por los tejidos extrahepaticos y por el propigddo. En el higado

se convierte en sales biliares, que luego se sechetcia la luz intestinal, o pasa a la

bilis como colesterol sin modificar. También pueder transportado por las

lipoproteinas plasméticas que lo envian haciagjidols periféricos.

El ser humano no puede degradar el colesterolgué la homeostasis se logra

eliminandolo por via biliar. Si se pierde el bakwrentre la ganancia y la pérdida de

colesterol, éste se deposita de manera graduakenjidos, sobre todo en las cubiertas
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endoteliales de los vasos sanguineos. El hecha@npeede convertirse en un riesgo
potencial para la vida si el deposito de lipidosula en formacion de placa,
estrechamiento de la luz de los vasos sanguinemedaclerosis) y aumento del riesgo

de enfermedad de arteria coronaria (EAC)

Sintesis de colesterol

Casi todos los tejidos del hombre sintetizan t¢efe§ aunque las mayores
contribuciones a la reserva corporal de este lipgtdn a cargo del higado, intestino,
corteza suprarrenal y tejidos de la reproduccidm(covarios, testiculos y placenta).
La sintesis de colesterol se divide en tres etapas:
1- Conversion de acetatos en mevalonatos moléculas de acetil CoA se condensan
para formar acetoacetil-CoA (4C). LldMG-CoA sintasacataliza la adicion de una
tercera molécula de acetil-CoA para formar HMG-Q68£). El HMG-CoA también es
el intermediario en la sintesis de cuerpos ceténi&n embargo, la formacién de
cuerpos cetonicos tiene lugar en la mitocondrigntnas que las reacciones de sintesis
de colesterol ocurren en el citosol celular. Lueggouna reaccion irreversible, limitante
de la velocidad de la sintesis, el HMG-CoA es fi@nsado en mevalonato. La enzima
HMG-CoA reductasaequiere NADPH como agente reductor.
2- Transformacioén de mevalonato en escualeno

3- Conversion de escualeno en colesterol

Regulacion de la sintesis de colesterol

La regulacion en la produccion de colesterol egseta para evitar la elevacion de
los niveles del colesterol plasmatico, lo que poddnducir al depdsito de colesterol en
las paredes de las arterias y subsecuente formal@Oplacas ateroesclerdticas o
ateromas.

-Regulacion alostérica por colesterol: la HMG-Ca&ductasa es inhibida por un
incremento celular de colesterol y por los acidbarbs.

-Regulacion hormonal a corto plazoglucagén inhibe por fosforilacion a BMG-
CoA reductasagisminuyendo la velocidad de sintesis del coletpor el contrario, la
insulina induce la desfosforilacion y activacionla@enzima y un aumento de la sintesis
de colesterol.

-Regulacion a largo plazo de l&HMG-CoA-reductasa un nivel alto de colesterol

en las células origina una disminucién de la veladide transcripcion del gen de la
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HMG-CoA-reductasalo que produce una reduccidon secundaria de I&ess$nde
colesterol.
CICLO DEL GLIOXILATO

Los vertebrados no pueden utilizar los &cidos grasel acetato derivado de el
como material de partida pardntetizar glucosa mediante gluconeogénesis.
embargo,en las plantas, ciertos invertebrados y algunosomiganismos, el aceta
puede ser utilizado como fuente de fosfoenolpiuyara la sintesis de glucidos.
estos organismos las enzimas delo del glioxilato catalizan la conversién neta
acetato en succinato u otro intermediario de cuatoonos de carbono del ciclo
Krebs.

Al igual que ocurre en el ciclo de Krebs, en elacitel glioxilato el acet-CoA se
condensa con el oxalacetatoa dar citrato que luego es convertido en isocitr8io
embargo,luego sobre el isocitrato actia isocitrato liasa formando succinato
glioxilato. El glioxilato se condensa con una setgumolécula de ace-CoA para dar
malato en una reaccion catada pormalato sintasalsocitrato liasa y malato sinta
son enzimas especificas del ciclo del glioxilaas, énzimas restantes son comunes

enzimas del ciclo de Krel

I
CH;—C—S-CoA
Acetil-CoA
.‘\‘..

0=C—CO0~ """ =2

| ™
CH,—CO00 Citrato \““ak‘

Oxalacetato sintase hY
: W
A

R Sy ?Hz—cm

/ ' HO—C—C00
/. Malato deshidrogenas. CH,—CO0
! NAD* Citrato 1

co0~ Ciclo del

[ glioxilato Aconitasz
HO—CH

CH, 4
| CH,—C00"~
€00 I
CH—CO00
Malato ppalato i )
. sintasz HO—CH—CO0

\ Isocitrato

\ ﬂ) Isocitrato

S~ ¢=0 liasa "
) -0 e

0’ .

CI‘L,—PI—S-(.TQA H ‘

Acetil-CoA  Glioxilato CH,—CO0"

(‘)HQ—C‘OO'

Succinato

Fig. 5.5.Reacciones involucrados en iclo del glioxilab. Nelson, D.L. y Cox M.M.
“Lehninger. Principios de Bioquimi”, 2008.

e ) e
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Cada vuelta del ciclo del glioxilato consume doslénalas de acetil-CoA y
produce una molécula de succinato, disponible fiaes biosintéticos. El succinato
puede convertirse a través de fumarato y malatooxalacetato, el cual puede

convertirse en fosfoenolpiruvato y producir glucosediante gluconeogénesis.
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PROBLEMAS A RESOLVER
DEGRADACION DE ACIDOS GRASOS
1) Se oxida palmitato (9*4C ) en condiciones de funcionamiento del ciclo dttio
citrico. ¢ Cudl sera la localizacion d€C en los siguientes compuestos?
a) Acetil-CoA
b) Citrato (considere tan solo una vuelta al Ci#dKrebs)
c) Butiril-CoA

2) ¢Cuantas veces se debe repetir la secuencia daciixi de acidos grasos para
oxidar el acido estearico (18 C) completamemasta acetil-CoA? ¢Cuantos ATP se

generan?

3) Demostrar que el rendimiento de ATP por 6 carbal®écido graso es mayor que el

de una hexosa. Considerar que el catabolismo pedwasta C®y H,0.

4) Suponga que tuviera que subsistir con una dietaistente en grasa de ballena y
foca, sin practicamente ningun aporte de glucidos

a) ¢ Cudl seria el efecto de la privacion de glicghibre la utilizacion de grasas para la
obtencion de energia?

b) Si la dieta no contiene glucidos en absoluterigamejor consumir acidos grasos de

cadena par o impar?

5) Investigue bibliograficamente la formacion de coegtos volatiles derivados a partir

de la oxidacion de los acidos grasos poliinsatwgati cadena larga responsable del
flavor y del aroma agradabledurante la maduracién de la fruta (tomates frgsco

pepinos, peras, duraznos). Sefiale al menos dogliferentes.

6) El ndcleo lipidico de los globulos grasos de lah&e esta constituido casi
exclusivamente por triglicéridos, rodeados por mmeenbrana plasmética a la cual estan
asociadas diversas enzimas (fosfatasa alcalinatingaroxidasa, 5’nucleotidasa,
fosfodiesterasas, etc).
Durante el proceso de homogenizacion de la ledi@aagresion y velocidad, se reduce
el tamafo de la particula grasa desde 3-10 umnasmde 2 um, y es estabilizada por
adsorcion de proteinas (caseina).
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a) ¢ Puede influir el proceso de homogenizacionesiablipélisis y la oxidacion de los
lipidos inducida por el aire? Explique

b) ¢ Qué reaccion enzimatica ocurre en el glébwearesponsable de la lipolisis de los
triglicéridos?

c) ¢ Cémo podria solucionar el problema planteads #&am a?

BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS — METABOLISMO DE COLESTEROL -
CICLO DEL GLIOXILATO

1) Suponiendo que se incuba homogenato de tejidopgpgee todas las enzimas

necesarias para la sintesis de acidos grasos yéamNBMDPH, ATP, CQH y 2-*C —

piruvato ¢Cudles seran los atomos de carbono qudtaiéin marcados en el acido

palmitico?

2) Considere una preparacion que contiene todas A as y los cofactores necesarios
para la biosintesis de los acidos grasos a plr@cetil-CoA y malonil-CoA.
a) Si se afiaden como sustrato acetil-CoA marcadaleaterio (D, isétopo pesado del
hidrogeno) y un exceso de malonil-CoA:

CDh; - C=0

~
5- CoA

a.l) ¢ Cuantos atomos de deuterio se incorporaradaamolécula de palmitato?

a.2) ¢ Do6nde quedaran localizados los atomos derasEuEXxplicar.

b) Si se afiaden como sustratos acetil-CoA sin maraaalonil-CoA marcada con

deuterio

-00C - CD; - Ciﬁ
S - CoA

b.1) ¢ Cuantos atomos de deuterio se incorporactadamolécula de palmitato?

b.2) ¢ Cudles seran sus localizaciones? Explicar.
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3) ¢ Cudl de los siguientes compuestos sirve pafatkss neta de acidos grasos, y
cuantos atomos de carbono de cada uno de ellog geedonvertido en carbono de
acido graso?
a) Fructosa b) Bicarbonato de sodio
c) Sacarosa d) Alanina

4) Numerosos estudios epidemioldgicos han demostrpdd el alto consumo de
colesterol y acidos grasos saturados esta intimamelacionado con la incidencia de
ateroesclerosis y enfermedades cardiovascularesd&itas herramientas mas efectivas
para reducir el riesgo de padecer estas enfermedadsido el cambio en los habitos
alimentarios, tendiendo a reducir el consumo denalios ricos en colesterol e
incorporar en la dieta acidos grasos mono y paliurados.

Tanto la leche como sus derivados son componentpsriantes de la alimentacion
humana. Proveen de calcio, fosfato, aminoacidasymmas, carbohidratos y otros
compuestos en forma y cantidades adecuadas pamatriaion. Sin embargo, estos
productos son ricos en colesterol y pobres en npaitde de acidos grasos
poliinsaturados, lo que constituye una importaet&ventaja.

La industria lactea ha desarrollado varias tecriakbgon el objetivo de reducir el
colesterol en sus productos. Ejemplos de ello soextraccion de los lipidos con
solvente y también el cultivo de la leche con khdo Tetrahymena thermophila. Este
microorganismo es un protozooario de vida libre,patdgeno, capaz de bioconvertir
colesterol a D7-dehidrocolesterol (provitamina DB8)D7,22-dehidrocolesterol (un
analogo de la provitamina D2) y que ademas posbaldidad de convertir los acidos
grasos saturados a mono y poliinsaturados

a — Teniendo en cuenta lo descripto, mencione |@ssuentajas y desventajas para cada
metodologia mencionada.

b- La leche es un alimento de naturaleza acuosan@ ce encuentra distribuido el
colesterol, de naturaleza hidrofébica, en esteeaito®?

c- De acuerdo a lo respondido en b, ¢qué otragnaszserian necesarias para que
Tetrahymena thermophila sea capaz de bioconvediesterol y acidos grasos
saturados?

d- En la mayoria de las personas hipercolestero&smel consumo de alimentos libres
0 con bajo contenido de colesterol, no es sufieigrdra revertir completamente su

desequilibrio. ¢ Como podria explicar esto?
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5) Los animales vertebrados son incapaces de sentetbohidratos a partir de acetil-
CoA, mientras que las semillas de plantas oleagme@n germinacion si lo hacen,
siendo ésta la unica via de obtencion de glucosa.

a) ¢, Cual es la explicacion de este fendmeno?

b) ¢ Qué enzimas especificas se requieren paraguinkesintesis neta del oxalacetato
a partir de acetil-CoA?

c) Formule la reaccion equilibrada.

GUIA DE ESTUDIO

Degradacion de acidos grasos

- Formular la primera secuencia de reaccionesad#gefiradacion de palmitoil-CoA,
mencionando las enzimas que intervienen.

- ¢ Qué enzima interviene en el proceso de actimadgun acido graso? Formular la
reaccion. ¢ Cuantas uniones de alta energia segasta

- ¢,COmo se transporta el acido graso desde ebkéda mitocondria?

¢, Cuales son las coenzimas que intervienen ennetso dg-oxidacion?

¢ En qué lugar de la célula ocurre el procescedeadlacion de los acidos grasos?

- ¢, Cuadles son los productos de la degradacién deido graso de nimero impar de
atomos de carbono?

- ¢ Cuantos ATP y cuantas moléculas de acetil-Copra@ucen por degradacion de un
acido graso de 12 atomos de carbono hasta ac&P-Gem hasta COy H,O.

- ¢En qué procesos metabdlicos pueden utilizarsecdobonos provenientes de la
degradacion de los acidos grasos?

Biosintesis de Acidos Grasos

- Formular las etapas de la sintesis de acidosograsdicando las enzimas
correspondientes.

- ¢ Cudl es el intermediario del Ciclo de Krebs tjaasporta los grupos acetatos desde
la mitocondria al citosol?

- ¢, Cual es la etapa limitante de la velocidad deaién y cuales son los moduladores de
la enzima?

- ¢, Cuales son los precursores de la sintesis desagiasos?

- ¢, Cuantas moléculas de NADPH y ATP se requierea atetizar palmitoil-ACP?

- ¢ De dénde proviene el NADPH?
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Metabolismo de colesterol

- ¢,Cual es el sustrato de la sintesis?

- Etapa limitante de la biosintesis. Enzima regoiad
- Regulacion de la sintesis.

- ¢, Como se elimina el colesterol?

Ciclo del Glioxilato

- ¢ En qué organismos ocurre?

- ¢, Cuales son las enzimas implicadas?

- ¢, Qué ventajas adaptativas aporta el funcionamameste ciclo?

BIBLIOGRAFIA
- Blanco, A., “Quimica Biolégica”, Ed. El Ateneo'’8ed., Bs. As. (2006).Cap.12.
- Feduchi, E., Blasco, |., Romero, C.S. y Yafiez, EHoquimica. Conceptos esenciales”, Ed.
Médica Panamericana, Bs. As. (2015).
- Fennema, O., “Quimica de los Alimento§*&d. Acribia S.A. Espafia (2000), Cap. 6.
- Lim, M.Y; ROACH, J. “Lo esencial en el metalsoiio y nutricion”. Ed. Mosby. 3° Edicion.
2010.
- Nelson D., Cox M. “Lehninger. Principios de Bioquigai', Ed. WH Freeman and Company,
5% ed., Inglaterra (2008).Cap. 16-20.
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TRABAJO PRACTICO N°6
DEGRADACION DE AMINOACIDOS
OBJETIVOS
+ Comprender el metabolismo de aminoéacidos, su @léaidn con otras vias metabdlicas

y mecanismos de regulacion.

INTRODUCCION TEORICA

La funcién fundamental de las proteinas en la dedala de proporcionar
nitrbgeno aminoacidico para la sintesis de nueuvadeipas y otras sustancias
nitrogenadas. Las proteinas de los alimentos dedmn digeridas, por enzimas
proteoliticas del tracto intestinal, a péptidosysgmps o0 aminoacidos libres.

Las enzimas proteolitica incluyen: |@epsina presente en el jugo gastrico,
proteasas segregadas por el pancteg@sifa, quimotripsina, carboxipeptidasas A y B,
elastasay por las células de la mucosa intestimaahinopeptidasas, dipeptidadas

Los aminoacidos libres y los péptidos pequefiobserben a través de las células
de la mucosa intestinal. Existen mecanismos espesifle absorcién para aminoacidos
acidos, basicos y neutros. Los péptidos absorlsidosidrolizados a aminoacidos en el
interior de la célula intestinal, los cuales palsggo a la vena porta para su transporte
principalmente al higado u otros tejidos.

Ademas de su rol primario en la sintesis de pragefisulares, los aminoacidos
pueden ser convertidos en otros metabolitos edeacia ser degradados a sus
esqueletos carbonados tras la eliminaciéon del gaupo. Los restos carbonados
pueden convertirse en otros metabolitos (glucosarpos cetonicos, etc.) u oxidarse
mediante el Ciclo de Krebs, para producir,C8,0 y ATP. La pérdida del grupo
amino ocurre por dos rutas principales: transannag desaminacion oxidativa.

La ecuacion general de transaminacion puede repegse asi:

B R B R
Transamingsa
*H;N-C-H + C=0 — c=0 <+ TH:N-C-H
fosfato de
Coor Coor piridoxal Coo0- coor
aminoacido 1 a-cetodcido 1 g-cetodrido 2 aminedcido 2

Uno de losa-cetoacidos implicados con mayor frecuencia enréagciones de

transaminacion es el-cetoglutarato. Cuando éste recibe el grupo ametdo por
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alanina la reaccion es catalizada por la enzimairddaamino transferasa (ALAT)

también conocida como glutamico-piravico transasen@PT).

O 0
T il
L&

0.0 ko o o | S
C PPL i T
| & CHL 1 CH
HO—NH + : A A + [ =
i ¢H. GPToALAT | CH.
CH, R H, ] "
i 0
i i
alanina o-cetoglutarato piruvato glutamato

Cuando eb-cetoglutarato recibe el grupo amino de asparti@@nzima que cataliza
la reaccion es la aspartato-amino transferasa (AS&imbién conocida como

glutamico-oxalacético transaminasa (GOT).

=~ GOT o ASAT | oF N
TR B = o O S
5 T, = i CH
O 2 (o L—0 - = LB —-':'-
o ]
aspartato o-cetoglutarato oxalacetato glutamato

La pérdida del grupo amino por desaminacion oxidadcurre mediante la siguiente
reaccion:

CooO- (|:D O
|

CH; Glutamato CH;

| Deshidrogenasa |

CH, +H,0 + NAD* CH; + NH.* + NADH + H*
| |
“H:N- C-H (+JADP,GDP C=0
| (- JATE.GTP |
coor coo-
L-Glutamato oi-cetoglutarato

El amoniaco es transportado desde los tejidosépient al higado o los rifiones en
forma de un compuesto no toxico, glutamina. Laesiatde glutamina tiene lugar por

accion de la enzimglutamina sintetasaque promueve la siguiente reaccion:

Glutaming
sintetasa

ATP +NH,” +glutamato ADP + Pi + glutamina + H*
Mg™
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En la mayor parte de los animales, la glutaminatrassportada por via sanguinea
hasta el higado en donde se transforma en glutaypnaimoniaco por accion de la

glutaminasa. Esta enzima también se encuentra en los tubutasese

Glutaminasa

Glutamina + H;O _____ Glutamato + NH,"

En la mayoria de los vertebrados terrestres, gf ldsi formado se convierte en urea,

en el higado, y en menor proporcion en rifidn, gduésta es excretada con la orina.

Ciclo de la urea

Los atomos de nitrdgeno de los grupos alfa amigparmdos de los aminoacidos por
degradacion oxidativa, son excretados por orindoema de urea, amoniaco o acido
arico, segun la especie.

La formacién de urea tiene lugar en el higado gatalizada por una secuencia de
reacciones enzimaticas que se denomina ciclo deela Utiliza el amoniaco de las
reacciones de desaminacion oxidativa y,Ci@corporandose luego otro resto amino
proveniente del aspartato.

La urea es transportada por la sangre a los rifjogeslimina por orina.

-79-



)
&J UNSL/FQBYF Quimica Biolégica 2017

Aminoaeid os
Transaminacion l
& omalacetato
Glotamato
Citosol Mitocondria
NH, £-NH, =
o Glotzmate ™y,
Urza
- Orpiting o-cetog lutarato .
Asgivasa gluremare deshidrog prasa \
HO " Sistera de travsporis .
apecifico Oxguiting ZATE + C0y + NHy + HO
_{l‘gi]]_l 3
Carbamil
JBrfhio singrions
Fumaratp - fiesmccia ADE+R
CICLODE NH:
T O it =0
\ L_{ L—RE:l T:aﬂ:ﬂialnm:ﬁ B_?D_\I—I:
f‘ Czrbemil fosfato
Arginosuccing to B
Argin baorucrie ot Shesstosa “1"._ i
AMP+ PR ;o Matriz
'| ims Mitocondrial
ATE T )
Asphrtato
l Transeminacion a a-cetoglutarato
aminodcidos

Fig. 6.1.Esquema de las reacciones involucradas en eldagckrebs.

Destino del esqueleto carbonado de los aminoacidos

Para la degradacion existen secuencias multienzasague convergen finalmente

en unas pocas rutas terminales que conducen alapua acetil-CoA o a los

intermediarios del ciclo de Krebs, como lo muestrasquema siguiente:
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Femlalanina
Alanina Tirosina
Cisteina Lisina
Glicina [— Piruvato Acetoacetil-CoA+— | Leucina
Serna Triptofano
S Cuerpos cetdricos
_—'u_e.tﬂ-{lq_i
Aspartato = e
Asparaging ——— Oalacetato C}ltmzu
r '\
K Isdcitrato
Malatn \
i Cliclo de Krebs !
Twosma | —=Fumjarato u—tetuglu'rrnmtu
Fetulalaning \ |
' ! I
Y Bucciato ]
* \ S Clutamato
\"‘-_,H i ” GIULAMING ey
il Histidina
Succinil-CoA Armnina
I Frolina
Izoleucina
Ietionina
WValina

Fig. 6.2.Destino de los esqueletos carboni de los aminoécidc

Catabolismo de amino&cidos aromaticos: fenilalaning tirosina
En condiciones normales, la fenilalanina se convienetirosina mediante ur

reaccion irreversible catalizada por fenilalanirdrdxilasa

CH,—C H—C00D @ C=C
( L] ':1 ;
Tirosina |

Fenilalanina 0 H.O :

NaDH+H* N&DH*

En la enfermedad hereditaria denominada fenilceimnexiste un déficit de |
enzima fenilalanina hidroxilasa. esta situacion, fenilalanina se acumula y transay
formando el cetoacido fe-piruvato. Este compuesto origina luego i-acetato y

fenil-lactato, los cuales son excretados en grandesdadet por los pacientes
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padecen esta patologia. En nuestro pais es oblmatadiagndstico de esta deficiencia
enzimatica en todos los recién nacidos (Ley 26,27@)ue la falta de un tratamiento

adecuado y a tiempo, conduce a retraso mental.

Funciones precursoras de los aminoacidos: conversi@ productos especializados

La sintesis proteica es la funcion sintética ppacde los aminoacidos, desde un
punto de vista cuantitativo, pero ademas sirvenocprecursores de otros compuestos
nitrogenados. Los compuestos, derivados de amitogcifisioldgicamente muy
importantes, constituyen los llamados péptidosdiieas, que incluyen al hem, purinas,
pirimidinas, hormonas, neurotransmisores. Estospoestos tienen gran importancia
médica o farmacoldgica. Por ejemplo a partir detido glutamicg por
descarboxilacion, se forma el &cig@aminobutirico (GABA). La enzima que cataliza
esta reaccion se encuentra preferentemente erstansia gris del sistema nervioso
central. EI GABA es un intermediario quimico reglda de la actividad neuronal.
Actla como inhibidor de la transmision del imputsgrvioso. Su deficiencia provoca
cuadros de epilepsia.

Fenilalanina y tirosina pueden seguir una via metabodlica que conduce a la
sintesis de sustancias de gran actividad fisiodddlegando a la formacion de

catecolaminas, adrenalina, noradrenalina y dopamina
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PROBLEMAS A RESOLVER
1) Las semillas de leguminosas (soja, mani, habaisames) y sus harinas, son
utilizadas en alimentos y piensos. Estas contigimreteinas que se fijan e inhiben a
enzimas proteoliticasn vivo, reduciendo la digestién y el valor nutritivo das |
proteinas que se ingieren.
En las semillas de soja se encuentran inhibidorestrghsina e inhibidores de
quimotripsina termolabiles, capaces de inhibir ttfamente las proteasas de distintas
especies animales, y se caracterizan por posetzimas con un bajo contenido en
cisteina y metionina.
a) ¢ Cudles podrian ser los riesgos de una dietaircd@0% de aporte proteico como
harina de soja?
b) ¢Qué reacciones metabdlicas se afectan enimatestiando se ingieren estas
proteinas?

c) Sugiera un tratamiento a estos alimentos puitar éos efectos negativos de a) y b).

2) Nombrar losa-cetoacidos que se forman por transaminacion desiggientes
aminoacidos:

a) Alanina

b) Aspartato

c) Glutamato

d) Fenilalanina

e) Tirosina

3) Existe una enfermedad hereditaria en el hombre,cgusa severo retraso mental,
llamada fenilcetonuria. La misma se debe a la #efata de la enzima fenilalanina
hidroxilasa y se caracteriza por la excrecion urinaria de fpémivato, fenilacetato y
fenil-lactato. La industria alimentaria se ocupa disefio de alimentos destinados a
estos enfermos.

a) Formule la reaccién catalizada por la enziniitiria.

b) Escriba la reaccion que conduce a la formacéfedilpiruvato como via secundaria
c) ¢ Qué cuidados tendria al disefiar un alimentiindel® a fenilcetonaricos?

d) ¢ Utilizaria una proteina vegetal pobre en antiilod aromaticos?

e) Busque en el mercado alimentos no aptos pa@asumidos por fenilcetondricos y

observe su composicion.
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4) La Vitamina B en sus formas: piridoxal, piridoxina y piridoxamjrcomo fosfatos,

esta ampliamente distribuida en los reinos vegetadimal. Su forma mas estable es el

piridoxal que se utiliza para fortificar alimentdebido a las pérdidas ocasionadas

durante diferentes tratamientos tecnologicos (adéat congelacion, pasteurizacion,

esterilizacion, etc).

metabolismo de aminoacidos, tales como:

a) Desaminacion.

b) Descarboxilacion.

Esta vitamina es indispeles@omo cofactor en reacciones del

Ejemplifique con los aminoacidos tirosina y seriegguematizando las reacciones

correspondientes.

5) Los tres carbonos del lactato y de la alaninagrosstados de oxidacion idénticos y

los animales pueden emplear cualquiera de ellosocdmente carbonada para

combustible metabdlico. Compéarese el rendimieeto en ATP (moles de ATP por

mol de sustrato) para la oxidacion completa a £8,0, del lactato frente a la alanina

cuando se incluye la excrecion de nitrégeno endalmurea.

6) Dos grupos de ratas fueron alimentados £bdhaspartato. Un grupo fue también

alimentado con fluoracetato (el cual es convertiddluorcitrato, que es un inhibidor de

la aconitasa).

Después de tres dias, los animales fueron saduficalas proteinas hepaticas

hidrolizadas, y el glutamato se determiné por kespncia det®N. Se obtuvieron los

siguientes resultados:

Glutamato aislado

% de 1°N

Grupo con

15

M-aspartato

Grupo con'*N-aspartato v fluoracetato

0,65

0,12

Explicar la disminucién de la incorporacion’dd en el glutamato del segundo grupo.
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GUIA DE ESTUDIO
Digestion de proteinas
- ¢, Qué organos participan en la digestion de prasei
- Zimogenos: 6rganos que los producen, mecanismasti/acion, accion enzimatica.

- Absorcidén intestinal de aminoéacidos.

Degradacion de aminoacidos

- Formule las dos reacciones mediante las cuaksdtinoacidos pierden su grupo
amino.

- ¢ En qué lugar de la célula se encuentran estanast?

- ¢Cuales son los inhibidores y activadores aleost®rde la enzima glutamato
deshidrogenasa?

- Formule las reacciones de transaminacion de G@GPY.

¢, Cuales son los aminoacidos glucogénicos y celoas?

¢, COmo se sintetiza glutamina? Formule la reacmdmpleta.

¢Mediante qué reacciones la glutamina se tramsf@n un intermediario del ciclo de
Krebs?

- ¢,Como explica la toxicidad del ion amonio enC3

¢, Cual es el cofactor que utilizan las transanasmgscomo actua?

Esquematice la reaccion de fenilalanina a ti@#ndicando enzima y cofactor.

¢, Cudles son los productos de degradacion ddree@erina, glicina y cisteina?

¢, Cudl es el cofactor de las reacciones de deaaidmnno oxidativa? Ejemplos.

¢En qué vias metabdlicas pueden utilizarse loslystos de degradacion de los
aminoacidos?

- ¢ Qué intermediarios del ciclo de Krebs se forpamdegradacion de cada uno de los
aminoacidos?

Ciclo de la urea

- ¢En qué organos se lleva a cabo el ciclo desla?ur

- ¢ En qué lugar de la célula ocurren las diferergasciones del ciclo y qué funciones
cumple?

- ¢Cudles son las dos reacciones que permitem@aation del grupo amino de los
aminoacidos y su entrada al ciclo de la urea c@am@monio?

- ¢ De cuales aminoéacidos provienen los nitrégdeda urea?

-85 -



)
&J UNSL/FQBYF Quimica Biolégica 2017

- ¢, De qué reaccion proviene el primer grupo amiun® entra en el ciclo de la urea en
forma de amoniaco libre?

- Esquematice la reaccion completa de formacioodéhto de carbamilo y su posterior
reaccion con ornitina.

- Formule la reaccién completa de formacion denémgsuccinato.

- ¢ Qué enzima interviene en la formacion de urpartr de arginina y cuales son los
productos de la reaccion?

- ¢,Cuadles son las reacciones que consumen energéntos enlaces ricos en energia se
gastan en cada una de ellas?

- ¢, Qué productos de desecho se eliminan por el d@e&la urea?

BIBLIOGRAFIA

- Nelson D., Cox M. “Lehninger. Principios de Bidguca’, Ed. WH Freeman, %5 ed.,
Inglaterra (2008).Cap. 17 y 21.

- Fennema, O., “Quimica de los Alimentos*®e. Acribia S.A. Espafia (2000), Cap. 6.
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TRABAJO PRACTICON®°7
METABOLISMO DE NUCLEOTIDOS

OBJETIVOS

+ Comprender el metabolismo de nucleétidos, su ilsgion con otras vias

metabdlicas y mecanismos de regulacion.

INTRODUCCION

La biosintesis de los desoxirribonucleoétidos y ake ribonucledtidos, constituye un
proceso fundamental en todas las células, puesttogunucleétidos son los precursores
directos del DNA y del RNA, y ademas muchos paéni en el metabolismo como
coenzimas.

Un aspecto importante de la biosintesis de losedtidos lo constituye la ruta de
formacién de sus bases: las pirimidinas y las psrin

Tanto los nucledtidos como sus bases nitrogenadasplean con economia, en la
mayoria de los organismos no se utilizan como &datenergia.

Los ribonucleétidos y desoxirribonucleétidos santetizados a partir de compuestos
sencillos y en la mayor parte de los organismasesidga misma via (solamente algunas
bacterias requieren bases puricas o pirimidinicafpnadas).

Estas vias de biosintesis de los nucledtidos estdretidas a estrictos mecanismos
de control a través de enzimas alostéricas. Daddagpucuatro desoxirribonucleétidos
principales y los cuatro ribonucleétidos fundamimstae hallan insertados en el DNA y
en el RNA de las células segun relaciones molaspec#ficas, dichos mecanismos
reguladores se adecuan para lograr una proporeidncedtidos conveniente para cada
tipo de acido nucleico y para cada tipo de célula.

Tanto el DNA como el RNA son polinucleétidos constlos cada uno por:

- una base nitrogenada

- un grupo fosfato

- una pentosa

En el DNA la pentosa es la 2-D-desoxirribosa, Esels nitrogenadas derivadas de la
purina son adenina y guanina y las derivadas geitaidina son timina y citosina.

En el RNA la pentosa es la D-ribosa, las basesgettadas derivadas de la purina

son adenina y guanina y las derivadas de la pinraigon uracilo y citosina.
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Biosintesis de ribonucleotidos puricos

Se ha podido determinar el origen de cada uno sleeaobonos y nitrégenos del

nacleo de las purinas:

Formiato

CO,
Glicina

T .5 c‘_,l.l-h' b A

N amida de
la glutamina

Fig. 7.1.0rigen de los 4&tomos de carbono y nitrégeno quastitayen el anillo de purina.
Tomado de Nelson D.L. and Cox M.M., “Lehninger.neipios de Bioquimica”, 2008.

Aunqgue podria esperarse que se sintetizase eb aallpurina en primer lugar y se

uniese después la porcion de fosfato de riboséjosintesis de los ribonucleétidos

puricos comienza con laibosa-5-fosfato y sobre él, se construye el aidqurina en

etapas sucesivas. El primer nucleétido formadcepta via es el inosinato (IMP).

Sintesis de 5-fosforribosil-1-pirofosfato (PRPP) partir de ribosa-5-fosfato

0
HO-P-OCH, O_ H
OH ‘, w

N H o
H M __.’

OH OH
ribosa-5-fosfato

Q
HO_S_HD_CH{----"“O""‘~---x H
PRPP sintetasa }H HAQ 9
AN '/ 0-P-0-P-OH

] OH OH
OH  OH

ATP AMP 5-fosforribosil-1-pirofosfato
PRPP
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(P-0—CH, O i
CO| HERR
H H g N PN
) 0 3 (”j\ /LH lr'\irho(;ﬁ::l})ggil;iﬁmmmldud
5-Fosforribosil ‘ O:C—N/ N (NG AIR)
OH OH 1-pirofosfato (PRPP) \ / Illi
|- Giutamina | ;
|
@ > Glutamato @l
> PP;
- ~00C
(®r0—CH, O N, N OOR e
H H 5-Fosfo-3- T E|: CH Carboxiaminoimidazol
H p-mibosilamina o ribonucleotido
N (calw)
OH OH R
— Glicina | o
artato
@ gl Ao
% v ®| g
W S
> ADP 1 P; SR
> ADP + P,
\ €00
- NH; |
o
. é Glicinamida (|3H2H (H)
— ibonucledtido (GAR
SN ribonucledtido (GAR) HC—N—C—C/N\
| I .. 1 CH N-Succinil-5-aminoimidazol-
R Ccoo 4-carboxamida ribonucledtido

- N'-Formil H, folato
=+ Hy folato

N (SAICAR)
R

@j\*ﬁ- Fumarato
(0]

H
N.
B L
H2(|j (HJiH Formilglicinamida (ll}
_ ribonucledtido (FGAR)
O, ¥ N NN
| Il CH 5-Aminoimidazol-4-carboxamida
~ tibonucledtido (AICAR)
|~  Glutamina R
> Glutamato I/' N'"_Formil Hd folato
Wil {
P‘* H, folato

Formilglicinamidina
ribonucledstido (FGAM)

_N
H(‘;’ \CH 5-Aminoimidazel
et ribonucledtido (AIR)
LN N
R

Inosinato (IMP)

O:H H |
R

I
G

P W

H,N Ry

l CH N-Formilaminoimidazol-4-carboxamida

C B HN/ ribonuclestido (FAICAR)

(1) glutamina-PRPP
amidotransferasa
@ GAR sintetasa
(3) GAR transformilasa
@ FGAR amidotransferasa
@ FGAM ciclasa
(AIR sintetasa)
(8) N°-CAIR sintetasa
@ AJR carboxilasa
0 N3.CAIR mutasa
@ SAICAR sintetasa
{9) SAICAR liasa
AICAR transformilasa
@ IMP sintasa

Fig. 7.2 Nucledtidos puricos: sintesis de acido inosifikt). Nelson D.L. and Cox
M.M., “Lehninger. Principios de Bioquimica”, 2008.
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Los nucledtidos de purina AMP y GMP, derivan delnafosfato d inosina (IMP)

como se indica en el siguiente esqu

O0C—CH;, - ? COr
NH Fumarato

NH;
5 \F
% GOP+p, N7 =, N N,
. ” i ;F o L“ "*-N" — m—r L\’ :r 7
= _| Aﬂemlnsuccmafﬁ |-
" A denilosuccinato Rib| (P [y |Rib| (P
E-LL = \,> — sintetasa Adenilosuccinato Adenilato
" 'T' (AMF)
| Rib P
Inosinata HO 5
(IMP "~ | NAD
“~_ % NADH+H*
IMP=__ -~ 0 Gla Glu ’% AMP + PP,
deshidrogenasa . / e + / HN” N
PR b e e P O B
H _1 H0 XMF glutamina N T
{Rib [ P amidoiransferasa 'Rib — P
Xantilate :
XMP) G:'E:;:?,“

Fig. 7.3 Conversion de &cido inosinico en AMP y GMNelson D.L. and Cox M.\
“Lehninger. Principios de Bioquimica”, 20!

Regulacion de la sintesis deurinas
La sintesis de nucledtidos puricos regulada por retroalimentacion en vai
niveles:

a) Formacion de PRPP (5 fosforrib-1-pirofosfato) por la enzimBRPF-sintetasa.
ATP AMP

Ribosa-5-fosfato \ M > 5-fosforribosi-1-pirofosfato
PRPP-sintetasa

b) Etapa que va desde PRPP a fosforribosilaminalizado por la enzim
amidofosforribosiltransferasa, que es el principasitio de control. Los nucledtids
AMP, ADP, ATP, GMP, GDP y GTP acttan como inhibiek

Glutamina Glutamato
5-fosforribosil-Ipirofosfatc N M , 5-fosforribosi-1-amina
amidofosforribosiltransferasa

c) En la via de bifurcacion del IMP para la formacide ATP y GTP. El GTP ¢

utilizado en la sintesis de AMP, mientras queATP se utiliza en la sintesis
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GMP. Esto lleva que haya un equilibrio en la sisteke los ribonucleotidos de
adenina y guanina. Cuando se acumula GTP se dateazima adenilo succinato
sintetasa produciéndose mas ATP. Cuando se aculfiiPase activa la enzima

GMP-sintetasa aumentando los niveles de GTP.

RIBOSA-5-FOSFATO

l Ribosa-fosfato pirofosfocuines:
__________________ - .y .———
! (-) (-)
| i ' PRPP
| l amidafosforribosil transferasa
| > (-) -y *
: Fosforribosilamma
| l
|
| IMP
| fMP—DeshxﬁagemW \@mcm sintetase (GTF)
I
: Ar. Hantilico Ac. Ademlosuccinico
: ATP
| ) .. , (1) Ademﬁssmclzuw
[ GMP sinte N i ficesex
| AMP + P SO o
I S
I St——— GMP = AMP ——
} " 4
{}Il}l:' - ) ‘-A_TP
GTP ATP

Fig. 7.4 Regulacién de reciproca de la sintesis de GTIPR. A
PRPP glutamil amido transferasgambién es inhibida por IDP e ITP.

Via de recuperacion de purinas

Las bases puricas libres, ya sean que procedana dalirhentacion o del
catabolismo de los acidos nucleicos, pueden sacladas en AMP o GMP. El
mecanismo principal reside en la reaccion dedienina-fosforribosil-transferasa

Adenina-fosforrobosil-
transferasa

Adenina + PRPP AMP

+ pirofosfato

-

En una reaccién semejante, la hipoxantina y la igaason transformadas en los
nucleotidos correspondientes por accion dehipoxantina-guanina fosforribosil-

transferasa.

-91 -



)
&J UNSL/FQBYF Quimica Biolégica 2017

Hipoxantina-guaning
Sfesforribosil transferasa

Hipoxantina + PRPP . IMP + pirofosfato

Hipexantina-guaninag
Jfosfarribosil transferasa

Guanina + PRPP IMP + pirofosfato

Biosintesis de nucleétidos pirimidicos

La biosintesis de los nucleétidos de pirimidinengiaurre de una manera algo
diferente de la de los nucleétidos de purina. He easo el anillo de pirimidina se
sintetiza primero y luego se une al fosfato des@bho

Se necesita carbamil fosfato y aspartato como pems. La contribucion de

ambos compuestos en la formacion del anillo denadina se puede representar asi:

carbamil fnsfatcr”"/'

Aspartato

Fig. 7.5.0rigen de los atomos de carbono y nitrégeno qustitayen el anillo de pirimidina.

El primer paso de la sintesis es la formacion débamilfosfato. ElI grupo amino
procede de la desaminacion de glutamina. La reaccabalizada por unaarbamil
fosfato sintetasae puede representar:

CO; + 2 ATP + Glutamina —— NH;COOPO:> + 2 ADP + Pi + Glutamato
Carbamil-fosfato

Una vez formado el carbamil-fosfato, se combina empartato para formar

carbamil-aspartato. La reaccion es catalizadagaspartato transcarbamilaséATC).

ATC

Carbamil-fosfato + Aspartato T Carbamil-aspartato
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Después de tres pasos se obtiene el primer nuddeddi pirimidina (UMP) el cual se
convierte posteriormente en UTP y CTP. La biosistés los nucleétidos pirimidinicos
esta regulada a nivel de la enzima alostéaspartato transcarbamilasda cual es

inhibida por retroalimentacion por el CTP (citidiffiosfato), producto final de la via.

Aspnmw [Jrn_l.al.n
== * @ carbami Grotato . PRPP &
. T fosforribosil- | !
l A.Spﬂ 2 5 frﬂﬂ.&:fﬂ?ﬂsﬂ : P H"f- ‘:|‘-Ii
transcarbamt p & ‘ ' s e
- o LS ' < L&) "4 T
; (S Orutidilato (B} 0—CH, Y
! H.N  CH, [ -2
. N-Carbamilaspartato & r”' o i WA
A AT s H H
| Dikidroorotasa 0" “x Orotidilato
T = | OH O (%)
o Il descarboxilasa | L
I “Hy0 I | oy us” Con
- C | e H
! ~ | O
] L-Dihidroorotlale "g :i'::' 5 Uridilato (UMF) (5 o cH, (:J
. S S g
N R L
!  NAD' i Ouin | 2T H H
Dikidroorotatol’ | OH OH
! deskidrogan 5 " ' - SADP
— & .
1 I g & Uridina 6'-trifoafato (UTF)
- v HN CH | 5
Orotato — Gln
I bk
3 g N” oo
| Citidilato " Glu
= = o
E sintetosa ATP
] ( NII,
{I'
- 1 g
— . N Ten
, | aeen )oK
4 oy T
l (!-_‘) @ {B O, o |
& "' n oo I!I
|

CTP OH OH

A mm ow omm s omm o o ow o s W s o o o s W v o o s Wm ¥ o W

Fig. 7.6.Esquema de las reacciones involucradas en lasisii@@P. Nelson, D.L. and Cox,
M.M. “Lehninger. Principios de Bioguimica”, 2008.

Recuperacion de bases pirimidinicas
Las células de mamiferos no poseen mecanismosrgrangerar nucleétidos a partir
de bases libres, sin embargo poseen vias de recifremara convertir nucledsidos
(uridina, citidina y timidina) en los nucledtidosreespondientes.
Uridina + ATP —— ADP +UMP
Citidina + ATP — ADP +CMP
Timidina + ATP ADP +TMP
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Biosintesis de desoxirribonucleotidos

Normalmente los desoxirribonucleétidos no se sidata partir de la desoxirribosa
como elemento de construccion, sino que se forrangoluccion directa del carbono 2'
de los correspondientes ribonucledtidos.

Esta via ha sido muy estudiada en E. coli, dondetloibonucledsidos difosfatos
(ADP, GDP, UDP, CDP) son directamente reducidossaclorrespondientes desoxi-
analogos (dADP, d-GDP, dUDP, dCDP). La reaccion asgalizada por la
ribonucledsido difosfato reductasa, enzima queieegUNADPH y tiorredoxina.

En el siguiente esquema se muestra la reducciogearral de los nucledsidos

difosfatos en los correspondientes desoxi-nuclegsiifosfatos.

T 1 T
[
RHO—-P—-0-P—-0~-CH, A G ColU . HO-P-0~P—-0—CHN, A G CoU
| | o Ribonucledtido } | ‘ 0
o] (o) redyctasa 0. Q.
Tiorredoxi . .
L oXina Txorr'edolmna « HO
SH SH §-~$
Tiomradorina
Reductasa
NADP* NADPH + H*

Fig. 7.7. Biosintesis de desoxirribonucleétidos a partiridenucleotidos.

El control alostérico se realiza a nivel de la sr&iribonucledtido difosfato
reductasa El dATP actia como inhibidor general de todos Iie®nucledsidos-5-
difosfatos. Como el DNA contiengémina en lugar deuracilo, el d-TMP (acido
desoxitimidilico) se forma a partir ddtUMP (acido desoxiuridilico) por accion de la
enzimatimidilato sintetasa actuando eN°N'®Metilén-FH, como dador del grupo

metilo.
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Dihidrofolate
HN N N™ Metilén- FH, .~ N
-~ .!",
PO, L EPT T Sl by ™~ '
Timidilato
Sintetasa
0/\N 0/\N
|
Desaxirribosa -(F) Dasoxllrribasa B
dUMP dTMP
(Ac. desoxiuridilico) (Ac. desoxitimidifico)
dTMP Quinasa ,'kr dTDP Quinasa .
e Lz dTTP
e \‘\ ,/ N,
i ¥ ! .;.
ATP ADP ATP ADP

Fig. 7.8.Esquema de biosintesis de acido desoxitimiditidavP).

Catabolismo de purinas

Si las bases libres no son recuperadas y reutgzason degradadas y sus

productos finales excretados. La degradacion dmgsia acido urico ha sido muy

estudiada. Las principales purinas, adenina y gaarge convierten en xantina, la

cual es oxidada a acido urico por la accion defaneaxantina oxidasa

NH,

H
N
(&) N
B OH@ R A .
J\ @l & | D
H Qg) @, H,0 NE_; H-la '
, AlBOSA EIBOSA
Adenosina p tnosina
FOSFORIL ASA -
OH B'(\)SA-F'.
N/\/N\
IS
H \N/\N
. )
A

Hipoxanlina
XANTINO OXIDASA

. OH
N
N/
7 N Ho A
Ho  NH3 N N
H
Xantina '
XANTINO OXIDASA

2P

Acldo Urico
{Forma Enéiica)

N

@
>

&

H
N6® ® l
HzN‘@ @
N 1
H

Guanina

Fig. 7.9.Catabolismo de bases pduricas: formacion de acido.Blanco, A. “Quimica Biologica”, 2006.
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Degradacion de las bases pirimidinicas

El catabolismo de las pirimidinas ocurre principahte en el higado y da por
resultado la produccién de una serie de producdt@ges altamente solubles. Esto es
opuesto a lo que ocurre en el catabolismo de laegsudonde se producen compuestos
escasamente solubles: acido urico y urato de sodio

El desprendimiento de GQespiratorio a partir del C2 del ndcleo pirimidioj
representa una via importante para el catabolisenoradcilo, citosina y timina. LA-
alanina y el &cidop-aminoisobutirico son los principales productosali#s del
catabolismo de estas bases.

En pacientes leucémicos y en los sometidos a tratans con rayos X se produce
un aumento en la eliminacion @eaminoisobutirico, como indice de la degradacion
exagerada del ADN.

% 0z NH; NADPH NADP*
I- Citosina =, Uraciloe=2, Dihidrouracilc ==~ B-Alanina + CO,; + NH;

NADPH NADP
II- Timina _ 2  Dihidrotimina —+ — PB-aminoisobutirato + CO; + NH;

Origen del tetrahidrofolato y sus transformacionesa derivados transportadores de
un carbono

El acido félico, que se encontrd6 primeramente en Hajas de espinaca, esta
ampliamente distribuido en las plantas. Su defagéeren mamiferos provoca una
disminucién de crecimiento y aparicion de divefsaas de anemias.

Contiene tres sillares caracteristicos: - unaditex sustituida

- &cido p-aminobenzoico
- acido glutamico.

El sintoma bioquimico mas sobresaliente de la éeiita de acido folico es el
impedimento de la biosintesis de las purinas yadénhina (pirimidina). La forma
coenzimatica del acido fdlico actia en la transfeilee de ciertos fragmentos
monocarbonados utilizados en ésta y otras rutasnibédicas.

El acido tetrahidrofélico (FkJ actia como transportador intermediario de grupos

hidroximetilos, formilo y metilo, en gran nimero @&acciones enzimaticas.
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Fig. 7.10.Reacciones quimicas involucradas en la formacidosiderivados de folatdlelson

D.L. and Cox M.M. “Lehninger. Principios de Bioqué&a”, 2008.
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PROBLEMAS A RESOLVER
1) A pesar de que las células de coli normales pueden sintetizar todos los
aminoacidos, algunos mutantes, llamados auxotrgfasa los aminoacidos, son
incapaces de sintetizar algunos aminodcidos damaciConsiderar los tres auxoétrofos
para aminoacidos que son incapaces de sintetianggl glutamina y aspartato. Para
cada mutante, ¢qué productos celulares nitrogenademas de las proteinas, tendran

problemas para ser sintetizados?

2) Indicar la(s) posicién(es) en el anillo purinicto ypirimidico que se marcara(n)
isotopicamente durante la sintesis en las célulasestas a:

a) °N-aspartato

b) **C-serina (grupo hidroximetilo marcado)

c) *H-Oxalacetato (marcado uniformemente)

3) Las amidotransferasas, son inhibidas por el anittioicG@zaserina que es un analogo

de la glutamina.

N=N'=CH—-C—-O—-CH,.—CH-COO-
Azaserina
O NH;*

¢, Qué intermediarios de la sintesis de purinass@awarian en las células tratadas con

azaserina?

4) El acido inosinico (IMP) y el acido guanilico (GIM§bn importantes potenciadores
del flavor después del sacrificio en el musculorabidestinado a alimentacion. Dentro
de los productos de degradacion del IMP se enaudmtinipoxantina, la cual le da un
sabor amargo y olores anormales al pescado almdzena

En la Tabla se muestran las concentraciongsral/g de los productos de degradacion

de los nucledtidos en el bacalao a los 2, 7 y 44 dé su almacenamiento a 0°C.

Tiempo ATP IMP Inosina Hipoxantin
(dias) a
2 1,3 4 2,5 0
7 0 3,8 4,5 0,5
11 0 0 15 55
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Analice los datos de la tabla e indique las medisoque realizaria en el laboratorio

para determinar la frescura del bacalao que seevem@l mercado.

5) Derivados del tetrahidrofolato son utilizado enslatesis de purinas, pirimidinas,
serina, glicina, etc., lo que demuestra la impaitadel contenido de esta vitamina en
los alimentos. El folato proveniente de la dietaassorbe en la mucosa intestinal y en
dos pasos enzimaticos se reduce a tetrahidrof(fatg), forma activa de la coenzima.
Alimentos ricos en folatos son: repollo, semillasswja, higado, leche de vaca, etc. Es
importante conocer las pérdidas de folato que selysen en diversos alimentos
sometidos a diferentes tipos de tratamientos tégmms como asi también la forma de
disminuir dichas pérdidas.

Teniendo en cuenta lo expuesto:

a) Esquematice la reaccién de formacién deg &plartir de folato.

b) Indique las enzimas que interviene en la sistel® nucledtidos puricos y
pirimidinicos que utilizan como coenzima Féisus derivados metilados.

c) Investigue los tratamientos tecnoldgicos quedpecen pérdidas de folatos en
alimentos e indique soluciones aplicables a estgigma.

GUIA DE ESTUDIO
- En la biosintesis del fosforribosil pirofosfaigué compuestos se requieren?
- ¢ Qué compuestos ¢ intermediarios son comunea bingintesis de los nucleétidos
puricos y pirimidinicos?
Nucleétidos puricos:
- Mencione las dos bases puricas que obtiene ia gertMP.
- ¢ De qué sustancia proviene cada uno de los atgueosonforman el anillo de purina?
- ¢, Cuales son los compuestos necesarios parasotbgis?
- ¢A nivel de qué enzimas esta regulada su bicssfte
- Formule las reacciones de degradacién de adbasta acido Urico.
- En la via de recuperacion de bases puricas ¢Qaida interviene en cada una de las
reacciones?
Nucleodtidos pirimidinicos:

- ¢ Cudles son las bases pirimidinicas que conoce?
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- ¢De qué compuesto proviene cada uno de los atgmesconforman el anillo
pirimidinico?

- Formule la primera reaccion de la biosintesiaut#edtidos pirimidinicos.

- ¢ Qué enzima interviene en su regulacion y cuél esmpuesto que la inhibe?

- ¢,Cuales son los productos del catabolismo dealsess pirimidinicas?
Desoxirribonucleétidos:

- En la biosintesis de los desoxirribonucledtid@Qaig atomo de carbono se reduce y
cudl es la enzima que cataliza la reaccion?

- Mencione los desoxirribonucleétidos que conoce.

- Esquematice la sintesis de desoxitimidinmonofosfalicando enzima y cofactores.
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TRABAJOS PRACTICOS
DE LABORATORIO
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NORMAS DE SEGURIDAD EN EL LABORATORIO

Las normas de seguridad estan hechas para la @éotete la vida de cada persona que
se encuentre en Laboratorio, y por lo tanto sonmeer basicas de cumplimiento
OBLIGATORIO .

VESTIMENTA ADECUADA EN EL LABORATORIO
1) No se permitira la entrada a los Trabajos Practilsosaboratorio con pantalones cortos,
calzado descubierto o cabello largo suelto.
2) El uso delguardapolvo y guantes de latexes obligatorio. El uso de barbijo y lentes sera
obligatorio en el Trabajo Practico que asi lo rermilo cual sera debidamente informado.

NORMAS DE COMPORTAMIENTO EN EL LABORATORIO
1) Esta terminantemente prohibido fumar, comer, eringebidas en el laboratorio.
2) Los pasillos de circulacién, vias de evacuacionugrias de emergencia no deben estar
obstruidas.
3) Debera mantener su mesada y pileta limpias. Phraaelada Trabajo Practiaebe traer
una rejilla o repasador limpio.
4) Al comenzar el Trabajo Practico, asegurese de afie ¢l material esté limpio y seco para
evitar inexactitudes.
5) No malgaste los reactivos. No los impurifique cgrefas sucias, esto perjudicara su trabajo
y el de sus compafieros. Nunca devuelva al recgiemginal una sustancia que se ha sacado
del mismo, pues podria contaminarla.
6) Los tips y pipetas, luego de ser utilizados, debesér descartados dentro de los
correspondientes recipientes con lavandina, pasadescontaminacion previa al lavado final.
No los deje apoyados sobre la mesada.
7) Cuando trabaje con material biolégico (sangre tatakro, orina) siempre considérelo
materialinfectocontagioso
8) No debera pipetear 4cidos, alcalis, o cualquiedyrto corrosivo o toxico, con la boca, use
siempre propipeta. Si algun reactivo es accidemtalen ingerido,avise de inmediato al
personal docente.
9) Si algun liquido corrosivo toca su cuerpo, usedleha y lave la zona afectada con
abundante agua. Si resultan afectados los ojosgeuka/aojos durante 15 minutos, luego
solicite los primeros auxilios.
10) Todas las operaciones que desprendan gases t§iciostantes deberan efectuarse bajo la
campana extractora sin excepcion.
11) En caso de derrame de acidos 6 solventes se pracedelcar sobre el mismo un balde de

arena destinado a tal fin.
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USO Y TRATAMIENTO DE REACTIVOS Y SOLUCIONES QUIMICA S

1) Al usar cualquier tipo de reactivo, asegurese gue eorrecto y lea bien su etiquesh es

transferido a otro recipiente, rotulelo de nuevo

2) No utilizar reactivos sin haber registrado sus wgdes en el cuaderno de laboratorio,
enterandose de los riesgos de su uso y toman@odeauciones pertinentes.

3) Todos los reactivos deberdn manejarse con el rabfgeifectamente limpio. Todos los

soOlidos deberan manejarse con espatula.

4) No manipular productos inflamables (benceno, tadjeéter, etc.) en presencia de
mecheros encendidos.

5) Diluciéon de acidos: cuando realice la dilucion deaecido proceda a afiadir lentamente el
acido al agua contenida en un vaso de precipitacigitando constantemente y enfriando el

vaso receptor. Nunca afiadir agua al aémbose debe bafar el 4cido

6) Cuando un reactivo requiera una agitacion vigopmsanversion del recipiente, tapelo con

un tapon de vidrio esmerilado o de goma, huncadmlton la mano

7) Al calentar una solucién y/o reactivo, hagalo ezipientes adecuados para ese efecto.
8) Al calentar una solucién en un tubo de ensayo deloerse bajo el nivel del liquido y

agitando constantemente. No apuntar el thbcia compafiero 0 a si mismo, pues puede

proyectarse.

9) Cualquier material caliente debe colocarse sobaeplaca resistente al calor.

10) Algunos desperdicios liquidos (aquellos que posgamango de pH moderado de 6-8),
podran desecharse en las piletas de descargaldejarrer suficiente agua, ya que muchos de
ellos pueden ser corrosivos. Soluciones alejadastbs pH deberan primero ser neutralizadas
antes de ser desechadas.

11) Todos los desperdicios soélidos y papeles, no ¢gitlds o contaminantes, deberan
colocarse en los botes de basura. Los residuagosofiatologicos o contaminantes deberan
desecharse en los recipientes con bolsas rojasmatiss a tal fin. El material de vidrio roto
debera descartarse en recipientes especialesgeaefeeto.

12) Luego de finalizado el Trabajo Préactico, lave akenal, enjudguelo con agua destilada y
déjelo secar.

13) Controle que todo el instrumental que utilizé esmfotdmetro, centrifugas, peachimetro,
etc.) quede limpio, apagado y cubierto con su figidaera necesario.

14) Las bromas en su trabajo pueden causar acciderdelms haga, trabaje con seriedad
pensando que esta proximo a desempefiarse comaipnafie En el Laboratorio no corra,

camine.
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TRABAJO PRACTICO N°1
CURVA DE CALIBRACION

OBJETIVOS

+ Comprender el fundamento de la utilizacién de asirde calibracion para obtener el
valor de concentracion de una sustancia en solucién
+ Realizar la curva de calibracién de azlcares tedex que luego se utilizara en el

trabajo practico de actividad de invertasa.

INTRODUCCION

Si se diluye sucesivamente una sustancia colorgagamide, de cada dilucion, el
valor de absorbancia a una longitud de oridadptima y constante, la representacion
grafica de esos valores (absorbancia en ordenal@®ncentracion en abscisas) da

lugar a la obtencion de una Curva de Calibraciodidea sustancia.

Abs

L4

Concentracion

La curva de calibracion es una curva de refereptsasustancia que se utiliza para
su construccién es considerada como un patrénndsstao testigo. En muchas
determinaciones se cumple una relacién proporciemaé la magnitud mtensidad de
color del producto de una reaccion y dantidad del reactivo que la genera. Esta
relacion lineal no se obtiene en todo el rangoaeentraciones posibles sino dentro de
un conjunto de valores que dependen de numerostosda dependientes del método de
medicion.

A partir de una curva de calibracion, es posibleocer la concentracion de una
determinada sustancia en una muestra dada. Paraselimide la absorbancia de la
muestra a la misma longitud de onda utilizada pétaner la curva de calibracion vy,
con base en ese valor se interpola para obtenaial de concentracion. Por ejemplo,

es posible determinar la concentracion de protednasolucion en una muestra, a partir

-104 -



M
&J UNSL/FQBYF Quimica Biolégica 201

de una curva graficada utilizando como patrén,agiacién de concentracién conoc

de albumina bovina

Método oolorimétrico de Nelson'y Somog

Los azUcares con propiedades reductoras son asjgeiopresentan un grupo cet
o aldehido libre, mediante el cual pueden reacciamaliiendo electrones a oti
compuestos. Entre estos azucares, conc en general como “azlcares reductores’
encuentran glucosa, maltosa, lactosa y galactdsactédo de Nelson y Somogyi, es
método colorimétrico ampliamente utilizado para daterminacion de azlcar
reductores.

Fundamento del método
Los azlcares eductores cuando son calentados en presedel reactivo

~

cuprotartarico emrmedio alcalino moderado, reducen el cobre del estagrico &

cuproso, formandose g0.

CHO Coo
| |
coo ooc H-C-0OH H-C-0H 00"
P I | |
HO = O AHOE= C_H HO-C-H HO-C-H HoOPBE=C-H
i I e | + | +50H —— | +4 | + Cuydd + IH;O
H-C=S]OH .. H-Ce=jo= H - i) M_C 0 H-Cagoe
L ~ | | |
oo 7 s H-4-0H H-C-0OH Lao
| |
Reactivo cuprotartinco CH{OH CHLOH
z
Glucosa

Cuando el CO reaccion con el acido arsenomolibdico, el acido molibdicc
reduce a molideno y forma Oxidos de molibdeno de menor valenoidor verde
azulado, cuya intensidad de absorcion a 620 nmpr@sorcional a la cantidad «
azucares reductores presentes. El color es esatrkelos 15 y 30 minutos después

agregado el reactivo final.

Cu,0 + Mo O Mo, O, + Cu™
Oxido Oxido de molibdeno
cuproso (Azul de molibdeno)

Procedimiento general
En primer lugar, la solucion de glucosa que seazaté para realizar la curva
calibracion, sera tratada con agentes pitantes de proteinas (NaOH ySQ,) y luego

filtrada. Estos pasos se realizan para igualacondiciones de reaccion con aque
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qgue se utilizaran en el T.P N° 2 para la deterntdmade la actividad de la enzima
invertasa.

Sobre una alicuota de solucién de glucosa despiza€ea v filtrada, se adiciona el
reactivo cuprotartarico y se mezcla rotando suamémeCalentar en bafio maria
hirviente durante 10 min. Enfriar bajo agua comeesin agitacion violenta para evitar la
reoxidacion del Ci© por el oxigeno del aire. En frio, se agrega elctreo
arsenomolibdico. Leer en espectrofotometro a 620emtne los 15 y 30 minutos
después de agregado el reactivo final.

Reactivos
Glucosa........ccooevieeiiiiiiiii, 0,003M
NaOH ..........ccoovviiiiiiiii, 0,6N
ZNSO).iiiiiiiieeie, 0,6N

Reactivo cuprotartarico
Solucion Ao Sulfato debce al 2%
.......................... Sulfate sodio anhidro al 3 %.

Solucion B:......cccciiiiiiiiie Carbondw®sodio anhidro a 3%
.......................... Bibanato de sodio al 2%
........................... Tatty de sodio y potasio al 1.5 %

Sulfato de sodio anhidro al 12%

En el momento de usar, mezclar 1 volumen de A gldmenes de B.

Reactivo arsenomolibdico:

Solucion A:.......oovvviiiiiiis Molibdato deanio 25¢g
........................ Acido sulfarico conc. 21 m
......................... bO destilada 450 ml

Solucion B:........coovvvvvvvinnens Arseniato digad7 HO 3g
......................... kO destilada 25 ml

Mezclar y mantener a 37 °C durante 24 h. Guard#rasoo color caramelo.
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Actividades a desarrollar
Para la realizacion de la técnica, preparar laesge serie de tubos y agregar los

reactivos que se indican a continuacion:

Tubos N¢ 1 (bco 2 3 4 5 6
NaOH (,6 N (ml) 1,C 1,C 1,C 1,C 1,C 1,C
Glucosa ,003 M - 0,2 0,4 0,€ 0,8 1,C

(ml)
ZnSC4 0,6 N (ml) 1,C 1,C 1,C 1,C 1,C 1,C
H,O d. (ml 8,C 7,8 7,6 7,4 7,2 7,C

Mezclar bien vy filtrar
Recibir el filtrado en los tubos de filtrado (Fiyo subindice corresponde al
namero de tubo del que proviene la mezcla

Tubos de filtrado | F-1 | F-2 | F-3 | F-4 | F-5 | F-6

Tomar 0,5 ml de cada filtradoy trasvasar a los tubos de colorimetria (C)
correspondientes, para efectuar la reaccién de colo

Tubos de C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
colorimetria
Filtrado (ml 0,t 0,5 0,5 0,5 0,5 0,c
Rvo. Cuprotartaricq 0,7t 0,75 0,7t 0,7t 0,7t 0,7t
(ml)

Mezclar suavemente
Colocar en bano maria hirvientedurante 10 min.
Enfriar con agua corriente y agregatr:

Rvo.

arsenomolibdico 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75
(ml)

H,O d. (ml 3,C 3,C 3,C 3,C 3,C 3,C

Mezclar
Leer Absorbanciaen espectrofotometro620 nm
Utilizar comoblanco el tubo N° 1
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Resultados obtenidos
Completar la tabla con los valores de absorbaeéai$ para cada tubo, y los valores

corregidos tras restar el blanco.

Tubo N° 1 2 3 4 5 6
(blanco)

Glucoss 0 0,6 12 18 24 30
(umoles)

Lectura de
absorbancias
a 620 nm

Lectura
corregida

Realizar curva de calibracion graficando las letude absorbancia corregidas
versus los pumoles de glucosa, obteniéndose ure gaet pasa por el origen. Tener en

cuenta que las concentraciones finales de gluarstas indicadas en la tabla.

BIBLIOGRAFIA
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TRABAJO PRACTICO N° 2
ESTUDIO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

OBJETIVOS
+ Adquirir destreza en la utilizacion del materiallaieoratorio.
+ Determinar la actividad enzimatica de la enzimaitasa en un extracto de levadura.
+ Analizar la influencia del pH y diferente conceotém de sustrato sobre la actividad
enzimatica.

+ Determinar graficamente el valor de Km.

INTRODUCCION TEORICA

La cantidad de una enzima en una disolucién deteai 0 un extracto de tejido,
puede determinarse cuantitativamente en relaciéfeato catalitico que produce.

Para lo anterior es necesario saber:

1- La estequiometria global de la reaccion catdéiza

2- Si la enzima precisa la adicién de cofactorpsdees metéalicos o coenzimas).

3- La dependencia enzimatica de las concentraciateessustrato o de los
cofactores; es decir el valor de Km para el susiyygtara el cofactor.

4- El pH 6ptimo de la enzima.

5- El rango de temperatura en el cual la enzimastgble y muestra actividad
elevada.

6- Un procedimiento analitico sencillo para deteanila desaparicion de sustrato o
aparicion de productos.

La actividad de una enzima puede determinarse nddi¢a cantidad de producto
formado, o de sustrato consumido, en un tiempo ,dadouna mezcla que contenga
todos los factores requeridos para la reaccioninAdé que la determinacion guarde
relacion con la cantidad de enzima presente, essago medir la velocidad inicial, es
decir aquella obtenida cuando todavia la cantidad sdstrato consumido es
insignificante en relacion con el total presentéadmezcla.

Para indicar la actividad de una preparacion ertmmase utilizan distintas
expresiones. Un modo habitual de indicar la acigdide una enzima es &midades
Internacionales

UnaUnidad de cualquierenzimaes la cantidad que cataliza la transformacion de un

micromol (1 pmol = 1P mol) de sustrato por minuto, bajo condiciones deéis de

pH y temperatura
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jmol de Sustrato Transformaco

Unidad de Enzima=
min.

Diversos factores modifican la actividad enzimatioa cuales deben ser tenidos en
cuenta para determinar la actividad de enzima ptesen una muestra. Ellos son:
concentracion de enzima, concentracion de sustratotemperatura, pH,

concentracion de cofactores y presencia de inhibides.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE INVERTASA EN LEVADURA
INFLUENCIA DEL pH Y DE LA CONCENTRACION DE SUSTRAT O

La invertasa es una enzima que se clasifica elase 8 de las hidrolasas y dentro de
éstas en la subclase 3.2 de las glicosidasas, osi@specificamente ung-
fructofuranosidasa. El sustrato principal de estzinea es la sacarosa (disacarido no

reductor) y la reaccién es la siguiente:

IMVEriasda

Sacarosa+H;0 ——> Glucosa+Fructosa

La actividad de la enzima en estudio puede detamsgnmidiendo la concentracion
de los productos de hidrdlisis (azucares reductoresliante el método colorimétrico

de Nelson-Somogyi.

Procedimiento general

Para determinar la influencia del Km y pH, se nedhractividad de invertasa por
un lado, utilizando distintas concentraciones deasgsa (sustrato) y por otro, en
buffer de diferentes pH. La invertasa sera obteaigartir de un extracto de levadura.
El tiempo de reaccidn enzimatica se controlara amgdila separacion de la enzima
por precipitacion tras el agregado de NaOH y ZaSg) Zn(OH), formado precipita y
arrastra a las proteinas, incluida la enzima. Estasstras se filtran y sobre una
alicuota del filtrado se realiza la reaccion decdla actividad de la enzima se medira
mediante la deteccion de los productos de la réadeizlUcares reductores) utilizando

el método de Nelson-Somogyi.
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Obtencion de la Enzima

La invertasa de la levadura se obtiene por lididarey suspension acuosa, quedando
dicha enzima en solucién. El extracto centrifugseaitiliza sin mas purificacion. En un
mortero se disgregan juntos: 5 g de levaduragOie fosfato diamonico y 2 ml de
tolueno. Se mezcla bien, homogeneizando la pastacpeamente. Se deja 15 minutos a
temperatura ambiente y se agrega, en pequefios eésn90 ml de agua destilada a
35°C, procurando deshacer y suspender bien todwtgrial con el pilon. Dejar luego
en reposo durante 15 min., con agitacion ocasi@ehtrifugar a 3000 r.p.m. durante
15 min. Aspirar cuidadosamente el sobrenadanteguiene el extracto enzimatico.

A) INFLUENCIA DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD DE INVERTASA

La actividad de la invertasa, como la de todas dagimas, depende de la
composicién idnica del medio y muy especialmenteptte Se estudiara la variacion
de esa actividad en medios de diferente pH. Seandré constante toda otra variable
que afecte la actividad enzimatica.

. Buffer citrato pH =3,0; 4,5y 6,0

. Citrato trisédico 0,1M pH =8,6

. Sacarosa 0,5M

. NaOH 0,6N

. ZnSX 0,6N

. Reactivo cuprotartarico.

. Reactivo arsenomolibdico.

. Extracto enzimatico: obtenido siguiendo la técrinteriormente descripta.

Debe diluirse en una relacion 1/20 en #D destilada.
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Actividades a desarrollar

Para la realizacion de la técnica, ordenar enilradhs siguientes series de tubos:

Tubos de reaccion |R-1 R-2 R-3 R-4

Tubos de desproteinizgbel D-2 D-3 D-4 D-5 (Blanco)

Tubos de filtrado |F-1 F-2 F-3 F-4 F-5
Tubos de colorimetrigC-1 C-2 C-3 C-4 C-5

Se aconseja trabajar en el orden que se indicatangacion:

a) Colocar en losubos de reacciorios siguientes reactivos:

Tubo N° R-1 R-2 R-3 R4

Buffer citrato pH 3,0 (ml 5,C

Buffer citrato pH 4,5 (m 5,C

Buffer citrato pH 6,0 (m 5,C

Citrato trisédico (m! 5,C

pH aproximado en el 3,C 4.t 6,C 7,C
tubo

Luego agregar:

Sacarosa 0,5 M (n 2,0 2,C 2,C 2,C

H,0 d. (ml 2.C 2.C 2.C 2.C

Mezclar y dejar a temperatura ambiente
Adicionar a c/tubo con pipeta distinta.Dejar la pipeta en el tubo
correspondiente

Enzima(1/2C) (ml) 1,C 1,C 1,C 1,C
Mezclar
Limpiar la pipeta con la mezcla reactiva aspirapdescargando el
contenido

Comenzar a contar el tiempo @ minutos
Iniciar el protocolo de desproteinizado, en el tiempo ¢peres
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b) Colocar en losubos de desproteinizaddos siguientes reactivos:

Tubos de

D-1

D-2

D-3

D-4

D-5 (Bco

NaOH 06 N (mi)

1.C

1,C

1.C

1,C

1.C

Al cabo del tiempo de reaccion (10, extraer 1 ml de mezcla de reaccién de lo
tubos R (cada tubo con su pipeta) y dejarlo caeaatel fondo de los tubos

D-1, D-2, D-3 y D-4 respectivamente, como se indic@ntinuacion:

de desproteinizado

[92)

Mezcla reactiva (m 1,C 1,C 1,C 1,C

ZnSC4 0,6 N (ml 1,C 1,C 1,C 1,C 1,C

H,O d. (ml 7,C 7,C 7,C 7,C 8,C
Filtrar

Recibir el filtrado en los tubos de filtrado, FF2, F-3, F-4 y F-5

correspondientes.

Tubos de Filtradc

F-1

F-2

F-3

F-4

F-5

Tomar 0,5 ml de cada filtradc

Trasvasar a los tubos de colorimetria correspoteiepara efectuar la reaccion
color
Tubos de colorimetrie | C-1 C-2 C-3 C-4 C-5
Filtrado (ml’ 0,k 0,k 0,k 0,k 0,k
Rvo. cuprotartarici(ml)| 0,75 | 0,7& 0,7t 0,75 0,75
Mezclar suavemente
Colocar en bafio maria hirvientedurante 10 min.
Enfriar con agua corriente y agregar en ml:
Rvo. arsenomolibdico| 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75
(ml)
H,O d (ml 3,C 3,C 3,C 3,C 3,C
Mezclar

Leer absorbanciaen espectrofotometro a 620 ndtilizar como blanco

el tubo N° 5.

de

RESULTADOS
Con los datos obtenidos completar el siguientercuad
Tubo N° C-1 C-2 C-3 C-4
pH del medi 3,C 4.t 6,C 7,C
Absorbanci
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plmoles de sacarosa
hidrolizada (sh)

Velocidad inicial

1min'l)

(shm”

1. Graficar sacarosa hidrolizada en funcion del pH del medio.
2. Graficar velocidad inicial de reaccion en funcién del pH.

B) DEPENDENCIA DE LA VELOCIDAD DE REACCION ENZIMATICA CON
LA CONCENTRACION DE SUSTRATO

Determinacion de la constante de Michaelis - MentefiKm)

Para obtener Km se miden las velocidades de reacoid cantidades constantes de
enzima y concentraciones crecientes de sustraton enedio buffer acético - acetato
de sodio a pH 4,77.

Reactivos

« Buffer acético - acetato pH 4,77

e Sacarosa 0.5M

e Sacarosa 0.05 M

« NaOH 0.6 N

e ZnSQO0.6N

« Reactivo Cuprotartarico

« Reactivo Arsenomolibdico

o Extracto enzimatico

Actividades a desarrollar
Para la realizacion de la técnica, ordenar en kgadas siguientes series de tubos:

Tubos de reaccion 1 2 3 (Bco)
Tubos de desproteinizago  D-1 D-2 D-3 D-4
Tubos de filtrado F-1 F-2 F-3 F-4
Tubos de colorimetria C-1 C-2 C-3 C-4

El extracto enzimatico a usar debe ser diluido.1&0aconseja trabajar en el orden

gue se indica a continuacion:

a) Colocar en losubos de reacciérios siguientes reactivos
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Tubos de reaccion 1 2 3

Buffer 0,1M, pH 4.77 (ml) 2,0 2,0 2,0
Sacarosa 0,5 M (ml) - - 2,0
Sacarosa 0,05 M (ml) 2,0 4,0 -
H,Od. (ml) 5,0 3,0 5,0

Mezclar y dejar a temperatura ambiente

Adicionar a c/tubo con pipeta distinta. Dejandpilzeta en el tubo correspondiente:

Enzima (1/30) (ml)

1,0

1,0

1,0

Mezclar

Limpiar la pipeta con la mezcla reactiva succiomaypdiberando el contenido

Comenzar a contar el tiempo de 10 minutos

En el tiempo de espera iniciar el protocolo de desmizado.

Tubos desproteinizado

D-1

D-2

D-3

D-4(Blanco)

Na(OH) 0.6 N (ml)

1,0

1,0

1,0

1,0

Al cabo del tiempo de reaccion (107), extraer 1dalmezcla de reaccion (con

correspondiente pipeta) y dejarlo caer cerca deldale lodubos de desproteinizadg

correspondientes, como se indica a continuacion:

Su

Mezcla reactiva (ml) 1,0 1,0 1,0 No contiepe
ZnSQ, 0,6 N (ml) 1,0 1,0 1,0 1,0

H,O d (ml) 7,0 7,0 7,0 8,0
Filtrar

Recibiendo en lotibos de filtrado (F), cuyo subindice debe corresponder al nimero

de tubo del que proviene la mezcla

Tubos de Filtrado

F-1

F-2

F-3

F-4

Tomar 0.5 ml de cada filtrado. Trasvasar alims de colorimetrie correspondientes,

para efectuar la reaccion de color

Tubos de colorimetria C-1 C-2 C-3 C-4
Filtrado (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5
Rvo. Cuprotartarico (ml 0,75 0,75 0,75 0,75

- 115 -



)
&J UNSL/FQBYF Quimica Biolégica 2017

Mezclar suavemente
Colocar en bafio maria hirviente durante 10 min.
Enfriar con agua corriente y agregar en ml:

Rvo. Arsenomolibdico 0,75 0,75 0,75 0,75

H.0 d. 3,0 3,0 3,0 3,0

Usando guantes de latex invertir los tubos tap&sdobn el pulgar
Eliminar las burbujas cuidadosamente
Leer Absorbancia en espectrofotometro a 620 nm
Utilizar como blanco el tubo N° 4

Resultados

Con los resultados obtenidos completar los sigegedatos:

Tubo N° C-1 C-2 C-3 C-4
Concentracién de 0.01 M 0.02 M 0.1 M 0
sustrato (blanco)

Absorbancia

Absorbancia

corregida

plmoles de sacarosa
hidrolizada (sh)

Velocidad inicial (sh

ml'lmin'l)

Formas graficas para determinar Km:

1. Graficar los valores de actividad enzimatica (V) en funailenla concentracion de
sustrato ([S]). Estimar el valor aproximado de Kpaétir de la grafica.

2. Utilizando los valores reciprocos 1/V {3, trazar una recta segun la ecuacion de
Lineweaver-Burk.

3. Determinar elvalor de Km en la recta anterior

BIBLIOGRAFIA
- Blanco, A., “Quimica Biolégica”, Ed. El Ateneo\,’% ed., Bs. As. (2006).Cap.7.

ta
- Nelson D., Cox M. “Lehninger. Principios de Bioqidai, Ed. Omega, 4ed., Barcelona
(2005). Cap.8.
- Somogyi M., 1952, Determination of reducing sugdms Nelson-Somogyi method.
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J.Biol.Chem., 200:245.

- Voet, D., Voet, J.G. “Bioquimica” 82 od. Editorial Médica Panamericana S.A.
Argentina (2006), Cap. 6.
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TRABAJO PRACTICO N° 3
TRANSPORTE ELECTRONICO MITOCONDRIAL
FOSFORILACION OXIDATIVA
OBJETIVOS

« Describir el transporte de electrones a través aiptares que experimentan cambios

reversibles en su estado redox.

Comprender y explicar los mecanismos de transfoidnade energia redox en energia

quimica en forma de ATP: fosforilacion oxidativa.

Diferenciar la accién de inhibidores y desacom@arsiobre el transporte electrénico.

Demostrar experimentalmente el transporte eleiciwomitocondrial en una muestra de

tejido animal.

Comprobar empiricamente la inhibicién competitieala enzima succinato deshidrogenasa.

INTRODUCCION

En este trabajo de laboratorio se estudiara el idnamiento de la cadena
respiratoria, utilizando succinato como sustratazyl de metileno como indicador.
También en esta experiencia se verificara el efetiditorio del malonato sobre la
cadena respiratoria.

Existen algunas sustancias organicas no fisiolégicemo el azul de metileno, que
pueden intercalarse en la secuencia de reacci@n&s chdena respiratoria, aceptando
los electrones provenientes de la oxidacion ddlaties Estas sustancias son de enorme
utilidad para estudiar la organizacion de la cadespiratoria.

El azul de metileno es una sustancia auto-oxidaggedecir, puede ser oxidada
directamente por el oxigeno molecular adquiriendaeior azul intenso. Al reducirse
por captacion de hidrégeno, el azul de metilendes®lora.

Aprovechando esta caracteristica del azul deleneti cuyo potencial de Oxido
reduccion es +0,01, puede estudiarse la oxidac&nadido succinico a fumarico
(potencial redox = -0,030), reemplazando a la CoQaaceptora de electrones por el
azul de metileno. La velocidad de decoloraciornadel de metileno es proporcional a la
actividad de lasuccinico deshidrogenaggue utiliza FAD como grupo prostético) y
que cataliza la reaccion. La accion de inhibid@@sre esta enzima puede estudiarse
comparando el tiempo de decoloracion del azul dd¢ilene con el tiempo de

decoloraciéon normal, en ausencia del inhibidor.
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(CH,)} (CH,),
(CH,)N S;/j (CH,), 2 H +Er: \O\/‘:@/

Azul de metileno Azul de rnr:tllnnn
oxidado (Azul) reducido (incoloro)

Preparacion del extracto enzimatico

Se utiliza corazén fresco de vaca, el que se eorteozos pequefios, se pesan 16 gry
se homogeneizan junto con 40 ml de buffer fosfaio/pt en una licuadora fria. Este
preparado se centrifuga durante 10 min a 4000 r.glnsobrenadante contiene entre
otras, las enzimas de la cadena de transporter@iaxt. EI sobrenadante de la
centrifugacion a bajas revoluciones se puede Gegar en ultracentrifuga durante 30
min. a 10.500 r.p.m. El precipitado se retoma coml de buffer y se homogeneiza.
Este homogenato, estd enriquecido en mitocondyase puede utilizar como
extractoenzimatico).

En este trabajo practico, se demostrard el tratespt@ctronico mitocondrial a través
de la captacién de hidrogenos por el azul de metilg se realizara la inhibicion
competitiva de la succinato deshidrogenasa porma#do cuya estructura molecular es

muy semejante a la del sustrato de la enzima.

co.o” s

C0.0" T

Malonato CO.O

Succinato
Reactivos

- Succinato de sodio 0,1 M - Azul de metileno 0,00(diluido 1/20)
- Buffer fosfato pH 7,4 - Extracto enziméatico
- Malonato de sodio 0,05 M - Vaselina liquida
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Técnica:
Tubo N° 1 2 4
Succinato de sodio (ml) 0.9 - 0.9 0.9 0.9
Buffer pH 7,4 (ml) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Malonato de Na (ml) - - 0.2 - -
Agua destilada (ml) 2.1 2.0 0.9 1.1 1.1
Azul de metileno (ml) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Homogenato * - 1.0 1.0 1.0 1.0

*ANTES DE AGREGAR EL HOMOGENATO LEER LAS SIGUIENTES
INSTRUCCIONES:

Tubo N° 2: agregar la cantidad de homogenato que se indlieaclar por inversion
y colocar suavemente 1,0 ml de vaselina liquidgamanseguida, con un tapon de
goma y dejarlo en reposo. Proceder de la mismaafaom el resto de los tubos con
excepcion del tubo 5.

Tubo N° 5: agregar la cantidad de enzima que se indica. liepor inversién. NO
agregar vaselina ni tapar. Al decolorarse el tubdNagitelo y observe.
Después de decolorarse el tubo N° 4 y habiéndaosgatado la inhibicion en el tubo N°
3, agregar a éste, 0,9 ml de succinato de sodeooqmamprobar la inhibicion competitiva

con malonato de sodio.

Resultados
Registre el tiempo que demora en decolorarse dldemetileno en cada tubo.

Teniendo en cuenta la decoloracion o no del azuhdgéleno en cada uno de los

tubos, fundamente los resultados obtenidos.

BIBLIOGRAFIA
- Blanco, A., “Quimica Bioldgica”, Ed. El Ateneo'®Bed., Bs. As. (2006).

- Bacteriologia General: Principios y Practicas.dboratorio. Editorial Universidad de Costa

Rica. Capitulo 2.
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TRABAJO PRACTICO N° 4
METABOLISMO DE LOS HIDRATOS DE CARBONO: VIA GLICOLI TICA
DEMOSTRACION DE LA FERMENTACION ANAEROBICA EN
LEVADURAS

OBJETIVOS

. Analizar la fermentacion anaerébica en levaduras.

. Demostrar el efecto Pasteur utilizando técnicasstdefrecuente en el

laboratorio.
INTRODUCCION TEORICA

Las células animales, los microorganismos y lasitata utilizan como principal
fuente de energia los hidratos de carbono. A pagtisu degradacion obtienen energia
en forma de ATP y otros compuestos de alto conteeigergético los cuales son
utilizados en los procesos de biosintesis. Losrmediarios metabdlicos obtenidos de la
degradacion de la glucosa depende de las condécambientales en que se encuentran
las células, si la concentracion de oxigeno e<isufie generalmente se degradan
totalmente hasta CQ/ H,O. Por el contrario, cuando la concentracion dgend es
escasa, las células recurren a la fermentaciorra¥es de este proceso se obtienen
diferentes tipos de intermediarios metabolicos segjdipo de células y de los sustratos
disponibles. Por ejemplo:

-Eermentacion lactica ocurre en bacterias lacticas y gracias a esteepoo se
obtienen productos de origen lacteo tales como ryoguquesos. En el musculo
esquelético humano cuando hay deficiencia de ogigemmo por ejemplo, durante el
ejercicio fuerte y continuo también se acumula@adtico.

-Fermentacion acéticaes la fermentacion bacteriana por Acetobagerun género
de bacterias aerdbicas, que transforma el alcamdlogdo acético. La fermentacion
acética del vino proporciona el vinagre.

-Fermentacion alcohdlica un proceso anaerobico realizado por las levaduras y
algunas clases de bacterias. Estos microorganisraonsforman el azucar en alcohol
etilico y didxido de carbono. La glucosa se degmag@auvato, el cual se transforma en
etanol a través de dos reacciones consecutivaseRriocurre una descarboxilacion de

piruvato y luego la deshidrogenacion del acetattehi
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Cocr
| Co 2NADH+H* 2NAD*
c=0 QT > H— C=0 Q@ > CH.OH
| Piruvaio descarboxilasa | Alcokol deshidrogenasa ]
CH; CHz CHz
Piruvato Acetaldehido Etanel

En la industria se aprovecha la capacidad de muci@®organismos de acumular
metabolitos que son de gran utilidad. Por ejempltadabricacion de pan y de vino se
utilizan cepas diferentes de la levad8eaccharomyces cerevicegara la obtencion de

CO2y etanol respectivamente.

Efecto pasteur

Louis Pasteur a mediados del siglo XX, demostrd gieetos microorganismos
cultivados en condiciones anaerébias y expuestaxigeno, reducen el consumo de
glucosa, esto se conoce como efecto Pasteur. Bseaanismo de adaptacion, por el
cual la velocidad de utilizacion de glucosa estafies a los requerimientos celulares. Es
decir, en anaerobiosis es necesario consumir neydrdad de glucosa para obtener el
mismo rendimiento de ATP respecto de las condisi@aedbicas.

El ajuste estaria determinado por las siguienteisaes: a) el aumento de los niveles
de ATP y citrato que se produce en aerobiosis élida fosfofructo quinasa; b) la
disminucién de la actividad de fosfofructo quings@voca acumulacion de los
metabolitos de etapas anteriores, entre ellosueogh-6-fosfato. Esta sustancia inhibe
la hexoquinasa y también el transporte de glucdsavés de la membrana. Se trata de
efectos de retroalimentacion, que contribuyen anigisir la actividad glucolitica en

presencia de oxigeno.

Demostracion de la fermentacion anaerobica
En el Trabajo Practico de Laboratorio se va a déawoka fermentacion anaerébica
de la levaduré&Saccharomyces cerevicepadiendo compararse con la utilizacion de

glucosa en condiciones aergbicas.
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Materiales y métodos
Reactivos
. Medio de cultivo

- Extracto de levadura ..... ........ 0,01¢g
-Glucosa ....ooovveviiiieee e 1,009
-(NH),SO4 o, 0.1lg
-KH,PO4 ...l 004
-MgCly Q.04 ¢
-FeSQ e, 001¢g

- H,O dest. C.S.p. wevvvvvveeeeiiieennnn. 200 mi
pH: 4,5-5,00.

Inocular con 10 ml de una suspension de levadutgseq 10 ml de PO) en
erlenmeyers de 250 ml y 125 ml conteniendo 100ehiedio de cultivo cada uno.

Incubar durante 24 h, el erlenmeyer de 250 mkemdiciones aerdbicasen un
shaker a 200 rpm. Al erlenmeyer de 150 ml agregar capa de vaselina para crear

condiciones de anaerobiosig dejar en reposo.

Para proceder a la determinacién de los metabalida®spondientes se tomara una
alicuota de 5 ml de cultivo de cada uno de losariyers, si es necesario se hace una

centrifugacion previa para evitar interferencias fastancias en suspension.

A- DETERMINACION DEGLUCOSA
Los niveles de glucosa se determinaran cuantitaBvae al comenzar y al finalizar
la experiencia con el objeto de ver el consumadgucosa por la célula microbiana.
Se realizara por el método enzimatico de la glucogamlasa siguiendo las
instrucciones del equipo (kit) marca comercial Véien

Para determinar cuantitativamente la glucosa selus&todo de la glucosa oxidasa.

Fundamento del método

La glucosa es oxidada enzimaticamente por la gluanddasa (GOD) a acido
gluconico y HO,, el cual en presencia de una peroxidasa (POD)upeoth copulacion
oxidativa de fenol con 4- aminofenazona dando lagkr formaciéon de un cromégeno

rojo con absorbancia a 505 nm de acuerdo a laesigs reacciones:
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POD

2 H O, + 4-AF + fenol » Quinonimina + 4 H.O

GOD A oi .
Glucosa » Acido glucénico + H O,

La quinoneimina es un compuesto de color rojo, “4bgipzoquinona-monoimino)
fenazona, que tiene un pico de absorcion a 505 lmanintensidad de color es
proporcional a la concentracién de glucosa.

La quinoneimina es un compuesto de color rojo, -bdipzoquinona-monoimino)
fenazona, que tiene un pico de absorcion a 505 lamintensidad de color es

proporcional a la concentracién de glucosa.

Reactivos
. Testigo: solucion de glucosa 1g/l.
. GOD/POD: Solucién de glucosa oxidasa (1000 U/ngdgsoxidasa (120 U/ml)

. Reactivo 4-AF: solucion de 4-aminofenazona 25 mineolbuffer Tris 0,92
mol/I.

. Reactivo Fenol: solucién de fenol 55 mmol/I.
. Reactivo de trabajo: adicionar a 1000 ml de agustildda, 50 partes del
reactivo 4-AF, 50 partes de reactivo fenol. Agre@amartes de GOD/POD

previamente homogeneizadas. Mezclar por inversion.

Actividades a desarrollar

Preparar tubos rotulados de la siguiente forma:
TUBO 1: Medio de cultivo inicial

TUBO 2: Muestra Anaerdbica
TUBO 3: Muestra Aerbbica

TUBOS 1 2 3 BLANCO | TESTIGO
Muestra (ul) 10 1 1C
0
Estandar (4 --- - - — 10
Rvo. de trabajo (ml 1 1 1 1 1

Mezclar e incubar 10 min a 37°C. Leer a 505 nm.
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Resultados
Corregir las lecturas de absorbia restando el valor de la misma de cada mu

con el obtenido en el tubo blan
Determinar la concentracion de glucosa en cadalaros tubos de acuerdo &

siguiente ecuacion:

Glucosa g/l= M x f

Concentracidn del Testigo (1.0 g1)

AT

Donde:

AM= Absorbancia de la muestra correc

AT = Absorbancia deestigo corregid
B) DETERMINACION DE ETANOL

La produccion de etanol sera determinada utilizaaiagoétodo de microdifusic
Método de microdifusion
Fundamento

El etanol reacciona con una solucion de dicromatgatasio en medio sulfaric
causando laxidacion del alcohol a acido acético y la reduaaitel i6r dicromato

(color naranja) arémico (color verdk.

3 CHOH + 2 KLCr.,O-+ 8H.50, <> 3(CH,COOH + 2 Cr (SO}, + 11 H.O + 2K.50,

Etanol {naranja} Ac.acético {verdoso}

El cambio de color de naranja a verde es indicati#ola reaccion de reducci
positiva. Esta determinacion por microdifusién se realizacelda de Conway, qu

consta de una camara central y una externa, arbalsiertas por una tapa corr

Tape
I : |
>
o S e Y
’ %, Camara
‘externa |
Camara
interna

Representacion esquematica de la celda de Conv
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Reactivos
« Solucion saturada de carbonato de potasio: Ageedgaml de HO, K,CO; hasta

saturacion.

« Dicromato de potasio en medio sulfurico:

@ 0N U 099
HO dest. ................. 34,50 ml
Acido sulfarico.......... 64,6 ml

Llevar a 150 ml con,@ destilada.
« Testigo de etanol absoluto (4 g/l): 0,05 ml de etem 10 ml de solucién
fisiologica (0,9 %de NacCl).
Técnica
Colocar los reactivos en las camaras externa enmtée las respectivas celdas de

Conway con sumo cuidado evitando que se mezclen.

Camara Reactivos (ml Celda 1 Celda 2 Celda
testigo
Centra | Solucién sulfuriceK,Cr,0; 0,7 0,7 0,7
Sducion saturad: K,CCy 05 05 05
Externa Muestra 20 20 -
(medio de cultivo 24 hs) (Anaerobico)  (Aerobico)
Solucion Testigo, etanol absol - - 20

Tapar correctamentecada una de las celdas de Conway, colocando premiam
vaselina en los bordes de las mismas. Incubar teifiaes 37°C durante 15- 20 min

aprox.

Transcurrido el tiempo de incubacion sefalado, rebsela coloracion de los

reactivos en las camaras centrales. Justifiquestadtados.

BIBLIOGRAFIA
- Blanco, A., “Quimica Biolégica”, Ed. El Ateneo'3 ed., Bs. As. (2006).Cap.11.
- Fennema, O., “Quimica de los AIimentosd.akd. Acribia S.A. Espafia (2000), Cap. 6.
- Conway, E.J., “Book Microdiffusion analysis anolwmetric error”, pp. xviii + 465 pp (1957).
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TRABAJO PRACTICO N° 5
DETERMINACION DE ACIDO CITRICO

OBJETIVOS
+ Analizar el metabolismo de hidratos de carbono glocide Krebs mediante la
determinacion del acido citrico generado por utivautie Aspergillus niger
+ Demostrar la utilizaciéon de &cido citrico en lausttia alimentaria, determinando su

presencia en distintos alimentos manufacturados.

INTRODUCCION TEORICA

El citrato es una sustancia natural presente emtgslay también es producido
industrialmente a través de procesos microbiol@ictilizando como fuente hongos
filamentosos como por ejemplaspergillus nigely especies del género Penicillium.

Alrededor del 60-65 % del acido citrico producid® wilizado en la industria
alimentaria, un 10 % en la industria farmacéutica 25 % en la industria quimica. En
la industria alimentaria se adiciona como consdevgnpara realzar el sabor. En la
industria quimica se utiliza como agente antiespuomano suavizante y para el
tratamiento de textiles. Por ser facilmente bioddgble también es utilizado en
detergentes para reemplazar a los polifosfatos osgoha sido prohibido en muchos

lugares.

Procedimiento general

Para determinar la producciéon de &cido citricowdtivo se utilizara la cepa mutante
de Aspergillus nigeNRRL-1419. Esta cepa es seleccionada especificamentposeer
la caracteristica de producir la acumulacion dandes cantidades de &cido citrico,
cuando es cultivada en un medio con alto contetédsacarosa.

Para la determinacion de acido citrico en alimestositilizaran muestras de caldo

concentrado, jugo de manzana y vino blanco de ndesaarcas comerciales.
Inoculacion de un medio de cultivo especifico colspergillus niger

El hongo es inoculado en un erlenmeyer, contenidiifoml de medio de cultivo

estéril.
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El medio contiene sacarosa como fuente de carbaxtsacto de levadura que
aporta nitrogeno (desde aminoacidos), micronuggr(vitaminas) y determinados
minerales como Mg, K"y Cu'.

Se siembran 10 ml de un indculo Aenigery se incuba en condiciones aerdbicas,

con agitacion, a 28° C durante 5 dias.

Obtencién de las muestras para la determinacién d&cido citrico
La determinacion de &cido citrico se realizara es tipos de muestras diferentes:

una muestra de cultivo déspergillus niger(M1) y una muestra proveniente de un
producto alimenticio manufacturado (M2).

-Obtencion de M1: tomar una alicuota de 5 ml de imekksde un cultivo de
Aspergillus niger centrifugar a 3000 rpm durante 5 min. $flbrenadante sera la
muestra utilizada para determinar acido citrico (M1).

-Obtencion de M2: los productos utilizados paraenbt M2 seran caldo concentrado
para sopas (marca comercial), jugo de manzana &@mercial) o vino blanco de
mesa.

En los caldos concentrados para sopas, el acidaocies agregado como
secuestrante o quelante de iones metalicos y rabté@tieos. De este modo, el acido
citrico es un estabilizante que forma complejos logniones evitando que alteren las
propiedades de los alimentos. Los agentes secnistrempleados en la industria
alimentaria son sustancias naturales, como lososicigblicarboxilicos (tartarico,
oxalico, succinico) siendo el acido citrico y sasvhdos los mas utilizados.

En los jugos de manzana el acido citrico se utda@ao acidulante y realzante del
sabor.

A diferencia de lo mencionado para caldos y jugasel vino blanco el acido citrico
no es un aditivo, es decir que no es incorporagecsimente para lograr algun fin
determinado. Sin embargo en el vino, el acidoatitpuede estar presente, en muy baja

concentracion, como un producto paralelo a la fataon alcohdlica.

Método UV para la determinacion de acido citrico ermlimentos y otros materiales
(Roche)
Fundamento

El &cido citrico (citrato) es convertido a oxaldate en la reaccion catalizada por la

enzima citrato liasa (CL).
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Citato S5 oxaloacetato + acetato

En presencia de la enzima L-malato deshidrogenaddDH) y de L-lactato
deshidrogenasa (L-LDH), el oxaloacetato y su pramide decarboxilacion, piruvato, se
reducen a L-malato y L-lactato respectivamente,rpedio actuando el NADH como

dador de equivalentes de reduccion.

Oxaloacetato + NADH + H+ _L-MDH o |.malato + NAD+

Piruvato + NADH + H+ —L:LDHy [ -lactato + NAD+

La cantidad de NADH oxidado en las reacciones tgj@®métrica con la cantidad
de citrato. El NADH se mide por medio de su absacizaa 334 nm.
Reactivos:

-Solucion 1. buffer glicil-glicina; pH 7.8, L-malat deshidrogenasa
(aproximadamente 136 U); L-lactato deshidrogenageokimadamente 280 U); NADH
(aproximadamente 12 U).

-Solucion 2: citrato liasa (aproximadamente 12 U).

-Solucién estandar de acido citrico.

Técnica
En dos cubetas de cuarzo diferentes agregar:

Blanca Muestra
Solucion 1 (ml) 1,0 1,0
Muestra (ml) -- 0,2
H,0 bidestilada (ml) 2,0 1,8

Mezclar. Esperar aproximadamente 5 minutos y keabkorbancia (Absorbancia 1).

Agregar:

Solucion 2 (ul) 20 20

Mezclar. Esperar aproximadamente 5 minutos y keabkorbancia (Absorbancia 2).
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Célculos
Determinar la diferencia de absorbancias (Al-A2gapal blanco y las muestras

mediante la siguiente ecuacion:

AA = {fﬂ” - AZ}H"UEE:LB - {A1 - AZ]hlanm

Para calcular la concentracion de acido citricdaemuestra utilizar la siguiente

ecuacion:

VxPM
c= x AA (gll)
exdxvx1000

Donde:

V = volumen final (ml)

v = volumen de muestra (ml)

PM = peso molecular del acido citrico (g/mol)
d = camino éptico (cm)

¢ = coeficiente de extincion del NADH a 340nm: 6.8 (hmol-1 x cm-1)

BIBLIOGRAFIA
- Blanco, A., “Quimica Bioldgica”, Ed. El Ateneo'3 ed., Bs. As. (2006).Cap.11.

- Fennema, O., “Quimica de los Alimentosd.akd. Acribia S.A. Espafia (2000), Cap. 6.
- Método UV para la determinacion de acido citriccabmentos y otros materiales. Roche,
inserto-BOEHRINGER MANNHEIM / R-BIOPHARM. EnzymaticBioAnalysis/Food
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TRABAJO PRACTICO N° 6
METABOLISMO DE PROTEINAS
ACTIVIDAD DE INHIBIDORES DE PROTEASAS PRESENTES
EN SOJA

OBJETIVOS

. Determinar la actividad de inhibidores de prote@sasxtractos de harinas crudas de
soja sobre la actividad de proteasas de origenahgiomo Tripsina.

. Estudiar el comportamiento de los inhibidores degarsas inactivados con calor.
INTRODUCCION TEORICA

Proteasas

Las proteasas son enzimas que hidrolizan enlacgdidpes de proteinas
adicionando una molécula de agua siendo estosgueaeeversibles.

En los vegetales las proteasas cumplen funciorsesldigicas, por ejemplo en
semillas en germinacion actian sobre las proteledses depdsitos proteicos liberando
aminoacidos que luego seran utilizados para l@sgtle nuevas proteinas, sintesis de
nucleodtidos, 6 que pueden ser transportados habigja y raiz en desarrollo.

En la industria alimentaria estas enzimas sorzaths para mejorar las propiedades
funcionales de las proteinas. Por ejemplo:

a) Papaina (proteasa de origen vegetal) es utilizata gl ablandamiento de carnes,
para prevenir la turbidez de la cerveza, endpgmacion de hidrolizados proteicos, etc.

b) Ciertas proteasas fungicas son utilizadas en leigtacion de la caseina de la
leche, para mejorar la textura del queso, etc.

c) Algunas proteasas microbianas son utilizadas grdparacion de hidrolizados

proteicos, para mejorar la textura de quesos, asgenir la turbidez en cerveza, etc.

En los animales se encuentra una proteasa llatnpdema que rompe los enlaces de
las proteinas mediante hidrélisis, para formarigéptde menor tamafio y aminoacidos
libres. La tripsina es producida en el pancreagoretada en el duodeno, donde es
esencial para la digestion. Es producida en form#rigsinogeno (enzima inactiva) y
luego es activada a tripsina (enzima activa) erdw@deno, por la enteroquinasa
intestinal, mediante hidrdlisis peptidica.
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El pH 6ptimo para su actividad enziméatica es 8tghaperatura 6ptima es de 37 °C.
Es una enzima especifica ya que lisa las uniong$dieas donde el grupo carboxilo

es aportado por residuos

Factores naturales antinutricionales en alimentos

Los factores antinutricionales naturales son ctuysntes intrinsecos del alimento.
Su presencia en la dieta humana o animal afectae¢hbolismo y disminuye la
biodisponibilidad de nutrientes. Entre ellos podsmanencionar factores

antivitaminicos, inhibidores de proteasas, inhiledale amilasas, entre otros.

Inhibidores de proteasas
Los inhibidores de proteasas son de naturalezaipaptubicuos en la naturaleza y

se clasifican en familias de inhibidores, en bddga de proteasas que son capaces
deinhibir.

Hasta ahora se han identificado 4 tipos inhibiddeeproteasas, clasificadas en base
al grupo activo presente en su centro de reaccidmo serin-, cistein-, aspartil- y
metalo-proteasas. Los inhibidores de proteasasestasiados son los inhibidores de
serin proteasas, habitualmente subdivididos emfliés en funcién de su secuencia

aminoacidicaprimaria

Familia Proteasa inhibida
Inhibidores de serin proteasas: Tripsina y quimiotripsina:
Inhibidores de soja (Inhibidor de Kunitz) Tripsina
Inhibidores de Bowman-Birk Tripsina- Quimiotripsina

Inhibidores de cebada
Inhibidores de patata tipo |
Inhibidores de patata tipo Il
Inhibidores de calabacin

Inhibidores funcionales de maiz 1-2

Serpina
Inhibidores de cistein proteasas Papaina, catepssd, H, L
Inhibidores de metalo proteasas Carboxipeptidasas /B
Inhibidores de aspartil proteasas Catepsinas D
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Algunos inhibidores de serin proteasas de plamtasvguncionales y presentan
actividad inhibidora tanto de la tripsina como ds &lfa-amilasas. Existen también
inhibidores que poseen mas de un dominio, tenieada uno de ellos una actividad

inhibidora de una proteasa especifica.

Inhibidores de proteasas presentes en soja

En leguminosas como la soja o el poroto negro selesnra una sustancia
inhibidora de tripsina capaz de unirse a la enzydarmar un complejo inactivo.
Entre los efectos tOxicos que genera en el ganddmresumo cronico de estas
legumbres podemos citar: hiperplasia pancreatigaersecrecion pancreatica de
enzimas inactivas, disminucion de aminoacidos ados, reduccion de la absorcion
de grasas, retraso de crecimiento hasta el 30 o B8#bs efectos se deben en parte a
gue las enzimas pancreaticas (tripsina, quimotrg)sson ricas en aminoacidos
azufrados, la hipertrofia y/o hiperplasia pancosétdesvia estos aminoéacidos
esenciales de la sintesis proteica para sintetiaarenzimas generando un retraso en
el crecimiento del animal.

El inhibidor de tripsina se destruye a travées d&atmientos con calor. El grado
de destruccion va a depender de factores como ld@ige tiempo-temperatura,
volumen de sustancia y volumen de agua. La tempartiene un efecto critico sobre
el valor nutricional ya que un calentamiento exaesle una materia prima puede
afectar el rendimiento productivo del alimenfdtas temperaturas utilizadas para
inactivar porotos de soja 0 subproductos generatcienes quimicas entre
aminoacidos esenciales como lisina y azlcares taehsc u otros aminoacidos
disminuyendo su digestibilidad.

Por esta razén, pruebas para evaluar el grado asgamiento de materias
primas como la soja son motivo de gran interés fmdaboratorios de control de
calidad de tecnologia en alimentos.

Reactivos
« Buffer de extraccién (para el homogenato): bufiefasfato de sodio 100
mM pH 7,5, adicionado con polivinilpirrolidona (PYRl 1%, acido
ascorbico al 1%, KCI1 mM, Mg&€l0o mMy EDTA 50mM.
« Buffer de reaccion: buffer de fosfato de sodio QVOpH 8.
« Sustrato: solucion de azocaseina al 2 % en bu#eredccion. Una vez

disuelta, agregar beta- mercapto-etanol 5mM BAJO
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CAMPANAEXTRACTORA.

» Tripsina al 2,5mg/mL en buffer de fosfato de sd@li@6 M pH 8.

» Solucién precipitante y de detenimiento de reacaémimatica: acido
tricloroacético (TCA)xl 5% en HO destilada.

Fundamento del método:

El método se basa en la demostracion de la adiivata inhibidores de
proteasas presentes en soja sobre la enzima #&ipl€norigen bovino, utilizando
azocaseina como sustrato. También se demostrar@atdivacion de estos
inhibidores por tratamiento por calor.

La azocaseinas una proteina quimicamente modificada, prepgradadicion
de grupos sulfanilamida (de color naranja unidosalemtemente a las uniones
peptidicas) a la caseina, proteina abundanteldeha.

La accién enzimatica de tripsina libera péptidostosoy aminoacidos, en
cantidad proporcional a la actividad de la enziPara determinar unicamente los
productos de hidrdlisis, es necesario precipitaazecaseina no hidrolizada. Esto se
debe a que los péptidos cortos y aminoacidos lilesrarovenientes de la azocaseina
gue se hidrolizo, tienen el mismo color que lagira sin hidrolizar.

Para ello, se precipita el sustrato con TCA el ag@mas cumple la funcion de

detener la reaccion enzimatica por precipitaciotadmzima desnaturalizada.

Procedimiento

Preparacion de homogenatos de harina de soja

- El homogenato se prepara a partir de harina deceojercial con el agregado de
buffer de extraccion bien frio en una relacion 4 g de harina de soja en 10 mL
de buffer de extraccion).

- Homogeneizar en frio, agregando el buffer de esibacen pequefios volimenes,
hasta obtener un homogenato uniforme y liquidobdjea sobre hielo.

- Centrifugar a 5.000 rpm durante 15 minutos a 4 €draer el sobrenadante y
realizar una dilucion 1:3 con buffer de extraccion.

- Centrifugar nuevamente a 12.000 rpm durante 15 twsndl °C, extraer el
sobrenadante y realizar una dilucion 1:3 con buféeextraccion.

- Filtrar en filtros de 45 micras y colocar en tubostulados control (C) y

autoclavado(A).
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- Autoclavar los tubo#\ durante 20 min, con el objeto de inactivar loshbidores de
proteasas.
Protocolo de trabajo

Adicionar los reactivos respetando el orden quadiea en la siguiente tabla:

Reactivos | Blanco para el Control sin Blanco para Tubo C Blanco Tubo A
Control sin inhibidor el para el
Inhibidor Tubo C Tubo A
(BCsl) (BC) (BA)
Azocasein
250 pL 250 pL 250 pL 250 pL 250 u 250 pl
a 2%
Extracto
de Harina " N 150 pL 150 pL N B
E;tracto
de Harina - -- -- -- 150 pL 150 pL
Autoclava
Tripsina N . N
(2,5mg/mL) 200 pL 200 pL 200 pL
H20 dest. 350 pL 150 pL 200 pL - 200 pL -
Incubar a 37 °C durante 30 minutos
TCA 5% 400 pL 400 pL 400 pL 400 pL 400 p 400 pl
Enfriar a 4°C durante 10 min
Centrifugar a 12.000 rpm durante 10 mit
Extraer con CUIDADO el sobrenadante- Leer la Absorbancia a 366 nr
Abs
Calculos

Porcentaje de Inhibicion:

El Control sin Inhibidor representa el 100 % de actividad proteolitica de

tripsina, es decir el 0 % de inhibicién.
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{Abs Control sin Inhibidor — Abs BCsl)}-—------—------ 100% de Actividad proteolitica
(Abs M-Abs Bco) ----------mmmmee- =X

% de inhibicion = 100% de Actividad proteolitica - X
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